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PROCEDE DE CRIBLAGE DE PEPTIDES UTILISABLES EN IMMUNOTHERAPIE 
La vaccination ou immunotherapie peptidique est 
une approche th^rapeutique qui fait actuellement I'cbjet d'un 
grand interet dans le cadre de la prevention ou du traitement 
5 des pathologies virales ou canc6reuses. Son principe repose 
sur 1' immunisation par des peptides reproduisant des epitopes 
T d'antigenes viraux ou tumoraux reconnus par les cellules T 
cytotoxiques (CTL) , en general de type CD8+/ qui jouent un 
role majeur dans 1' elimination des cellules exprimant ces 

10 antigenes a leur surface. 

On rappellera que les CTL ne reconnaissent pas 
les antigenes proteiques entiers, mais des fragments 
peptidiques de ceux-ci, comprenant generalement 8 a 10 acides 
amines, presentes par les molecules du complexe majeur 

15 d' histocompatibilite de classe I (CMH I) exprimees a la 
surface de differentes cellules. La presentation de ces 
peptides resulte d'un processus complexe, denomme 
« appr§tement de I'antigene », qui implique 3 etapes 
principales : 

20 " la degradation cytosolique des proteines 

antigeniques par un complexe multienzymatique denomme 
proteasome ; 

- la translocation des peptides issus de cette 
degradation dans le reticulum endoplasmique (RE) par les 
25 transporteurs TAP ; 

1' association de ces peptides avec les 2 
chaines du CMH I pour former des complexes stables 
peptide/CMH I, qui seront exportes a la surface cellulaire. 

Les complexes peptide/CMH I interagissent avec 
30 les recepteurs ^ I'antigene (TCR) correspondants des 
lymphocytes T. Cette interaction induit la stimulation de ces 
lymphocytes, et leur division cellulaire (proliferation 
clonale) qui aboutit a la generation des lymphocytes 
effecteurs portant le meme TCR, qui assureront 1' elimination 
35 de I'agresseur vis-^-vis des antigenes duquel la reponse 
immunitaire a ete induite. 

Au cours du processus d' appretement s'opere une 
selection des peptides, qui aboutit a une hierarchie de 
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presentation par le CMH I S la surface de la cellule. La 
representation des epitopes A la surface cellulaire dependra 
notamment de la stabilite de la protSine antigenique dans le 
cytosol, des sites et de la frequence des coupures effectuees 
5 par le proteasome, de I'efficacite de la translocation dans 
le RE par les transporteurs TAP, et- surtout de la capacite 
des peptides a se fixer aux differentes molecules de CMH I et 
a former des complexes peptide/CMH I stables. 

Les peptides qui sont pref erentiellement 

10 presentes par le CMH a 1' issue du processus d' appretement 
constituent des epitopes immunodominant s, qui sont les 
principaux participants a la reponse CTL aux antigenes natifs 
dont ils sont issus. En revanche les peptides qui ne sont que 
faiblement presentes constituent des epitopes sous- 

15 dominants/cryptiques, qui ne participent que peu ou pas a 
cette reponse . 

II a ete propose d'utiliser des peptides 
jrrrespondant a ceux presentes par le CMH I pour induire une 
reponse protectrice, notamment vis-a-vis d' antigenes viraux 

20 ou tumor aux. 

II a ainsi ete montre que des vaccins bases sur 
des peptides immunodominant s, generalement selectionnes sur 
la base de leur forte affinite pour les molecules de CMH I, 
permettaient d' assurer une protection antivirale ou 

25 antitumorale dans de nombreux modules exp6rimentaux murins et 
plus r§cemment, chez les humains [SCHULTZ et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 88, 991 (1991) ; KAST et ai., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 88, 2283, (1991) ; MARCHAND et al.. Int. J. 
Cancer, 80, 219, (1999) ; ROSENBERG et al., Nature Med., 4, 

30 321, (1998)]. 

Cependant, il a egalement ete montre recemment 
que la vaccination avec les peptides immunodominant s 
pourrait, dans certains cas, s'averer inefficace, Ainsi, lors 
de 1' infection chronique avec un virus dont le taux de 

35 mutation est eleve, comme HIV ou HBV, la pression de 
selection imposee par la reponse CTL antivirale naturelle 
favorise la survie de variants ayant mut6 dans la sequence de 
leurs peptides immunodominants . Ces variants ne sont plus 
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reconnus par des CTL specif iques d'^ epitopes immunodominant s 
[KLENERMAN et al., Nature, 369, 403, (1994) ; BERTOLETTI et 
al.. Nature, 369, 407, (1994) ; MOSKOPHIDIS et 2INKERNAGEL, 
J. Virol., 69, 2187, (1995) / BORROW et ai., Nat. Med., *3, 
5 205, (1997) ; GOQLDER et ai., Nat. Med,, 3, 212, (1997)]. 

Egalement, dans le cas de tumeurs exprimant ^ des 
taux eleves des proteines qui sont aussi exprimees dans des 
tissus normaux, et qui constituent des « antigenes du soi », 
un phenomene de tolerance peut se developper. Cette tolerance 
10 concerne principalement les epitopes immunodominant s a forte 
af finite pour MHC, La stimulation du repertoire CTL 
specifique de ces epitopes ne parait done pas etre la 
meilleure voie pour obtenir une protection antitumorale 
- f f icace. 

16 L' utilisation d' epitopes sous-dominants/ 

cryptiques, de faible affinite pour le CMH, a done . ete 
proposee. Dans le cas de la vaccination antivirale, ces 
epitopes, qui ne sont pas soumis a une pression de selection 
similaire a celle des epitopes immunodominant s, peuvent 

20 representer des cibles utiles pour eliminer des virus de type 
sauvage ainsi que leurs variants. Dans le cas de la 
vaccination antitumorale, les epitopes de faible affinite ne 
participant que peu ou pas a 1' etablissement de la tolerance, 
le repertoire de CTL anti-tumoraux specifiques de ces 

25 epitopes, pourrait rester disponible pour un recrutement in 
vivo. 

Lors de travaux precedents, I'equipe des 
Inventeurs a montr^ [OUKKA et al., J. Immunol., 157, 3039, 
(1996)] qu'il 6tait possible d''utiliser les peptides sous- 

30 dominants/crypt iques en vaccination anti-virale. lis ont 
egalement observe que I'efficacite de protection induite par 
des epitopes sous-dominants/cryptiques etait inferieure a 
celle obtenue avec la vaccination par le peptide dominant, 
mais qu' elle pouvait etre augmentee en rendant ces peptides 

35 plus immunogenes par 1' augmentation de leur affinity pour le 
CMH I [TOURDOT et ai., J. Immunol., 159, 2391, (1997]. 

La strategic habituelle pour augmenter 
1' immunog6nicite des Epitopes viraux ou tumoraux, consiste a 
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augmenter leur affinite pour le CMH I et/ou la stabilite du 
complexe peptide/CMH I par des substitutions d'acides amines. 
II a en effet et6 observe que les peptides capables de former 
un complexe avec un allele de CMH donne ont en commun la 
5 presence, a certaines positions, de residus d'acides amines 
conserves. On a ainsi defini pour chaque allele du CMH I un 
motif d' ancrage specif ique, impliquant des acides amines 
denomm^s « residus d'ancrage primaires ». II a aussi ete 
montre que des residus situes en dehors des sites d'ancrage 

10 (residus d'ancrage secondaires) pouvaient exercer un effet 
favorable ou defavorable sur 1' affinite du peptide pour le 
CMH ; la presence de ces residus d'ancrage secondaires permet 
d'expliquer qu' il existe, au sein des peptides possedant le 
^;ae motif d'ancrage specif ique d'un CMH I donne, une grande 
ariabilite dans 1' affinite de fixation, et que des peptides 
n'ayant pas le motif d'ancrage primaire complet puissent etre 
presentes par les molecules de CMH I et posseder pour ces 
molecules une forte affinite, 

De nombreuses equipes sont ainsi parvenues a 

20 augmenter 1' immunogenicite de peptides identifies comme 
immunogenes viraux ou tumoraux potentiels, en augmentant leur 
affinite pour le CMH I. Par exemple, chez la souris, LIPFORD 
et al. [Vaccine, 13, 313, (1995)] ont montre que .la 
substitution de D par I en position 2 du peptide sur 

25 1' epitope 50-57 de I'Ag E6.1 du papillomavirus presente par 
la molecule augmentait la stabilite des complexes formes 
avec la molecule K*^, et rendait 1' epitope immunogene in vivo, 
les CTL induits reconnaissant les cellules transformees par 
le papillomavirus. BRISTOL et al. [J. Immunol., 160, 2433, 

30 (1998)] ont egalement montre que le remplacement du residu V 
en position C-terminale de 1' epitope 4-12 de 1' oncogene Ras 
p21 mute, par I ou L, qui sont les acides amines d'ancrage en 
position 9 specifiques de la molecule K^, permettait 
1' induction d'une reponse CTL specif ique chez la souris 

35 BALB/c. HUDRISIER et ai. [Mol. Immunol., 32, 895, (1995)] ont 
identifie les residus du peptide SMIENLEYM (SEQ ID NO: 1) qui 
intervenaient dans la liaison a la molecule D**, et ont 
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produit une serie de peptides a forte affinity, derives de la 
sequence X^AIX^NAEAL (SEQ ID NO: 2) oil X^=Y ou K et X^=E ou K. 

Chez I'homme, POGUE et al. [Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 92, 8166, (1995)] ont substitue des acides amines 
5 aux differentes positions de 1' epitope 767-484 de la 
transcriptase inverse du virus HIV-1, presente par la 
molecule HLA A2,l, et ont raontre que la substitution par Y ou 
F du residu en position 1 augmentait * 1 ' af finite du peptide et 
sa capacite a induire des CTL ^ partir de PBL de donneurs 
10 seropositifs possedant 1' allele HLA A2.1. PARKHURST et al. 
[J. Immunol., 157, 2539, (1996)] ont realise des 
substitutions uniques aux positions 1, 2, 3, ou doubles aux 
positions 1 et 2, ou 2 et 3, dans les epitopes gplOO 209, 
: :.0Q 280 et gplOO 154 de I'Ag gplOO associe au melanoma, et 
l: ont montre que les epitopes modifies gplGO 209 2M, et gplOO 
280 9V avaient une af finite plus forte que 1' epitope hon- 
modifie. BAKKER et al. [Int. J. Cancer, 70, 302, (1997)], ont 
obtenu par substitution a une des positions d'ancrage 
(position 2) ou en dehors des positions d^ancrage (position 
20 8), des variants de 1' epitope gplOO 154, possedant une plus 
forte af finite que 1' epitope natif. SAROBE et al. [J. Clin. 
Invest., 102, 1239, (1998)] ont obtenu un variant immunogene 
de 1' epitope C7A de la proteine core du virus HCV presente 
par HLA A2.1. VALMORI et al. [J, Immunol., 160, 1750, (1998)] 
25 ont obtenu un derive k forte af finite de 1' epitope 26-35 de 
I'antigene de melanome MART-1 presente par HLA A2.1. 

II apparait done possible d'augmenter 
1' immunogenicite d' epitopes sous-dominants/cryptiques, af in 
de les utiliser en immunotherapie . Cependant, ceci necessite 
30 1' identification prealable de ces epitopes. Or, celle-ci 
demeure problematique, du fait precisement de leur faible 
immunog§nicite . 

Dans le but de rem^dier a ce probleme, les 
Inventeurs ont recherche s'il etait possible de definir des 
35 regies generales de substitution des acides amines qui 
permettrait d'augmenter I'af finite et done 1' immunogenicite 
de la majorite des epitopes tumoraux presentes par le CMH 
(par les molecules HLA de classe I et notamment la molecule 
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HLA A2»l), et ce, qu'ils poss^dent ou non les acides amines 
d'ancrage sp6cifiques de cette molecule, et de fa^on 
generale, independamment de leur sequence d'origine. 

Les Inventeurs ont ainsi constate que la seule 
5 substitution de I'acide amin^ N-terminal par un r^sidu 
tyrosine augmentait, quelle que soit la sequence du peptide 
natif, I'af finite de ce peptide pour les molecules HLA de 
classe I et notamment la molecule HLA A2.1, et la stabilite 
du complexe peptide/CMH I forme, et ce dans une proportion 

10 d'autant plus importante que I'af finite du peptide natif 
etait plus faible. lis ont en outre observe que les peptides 
modifies de la sorte conservaient la specificite antigenique 
des peptides naturels, et devenaient immunogenes, et capables 
recruter In vivo un repertoire CTL specifique du peptide 

15 natif correspondant . 

La presente invention a pour objet un precede 
d' identification d' epitopes sous-dominants/cryptiques 
presentes par une molecule HLA de classe I, par exemple HLA 
A2.1, caracterise en ce qu'il comprend au moins les etapes 

20 suivantes : 

a) le choix, a partir de la sequence d'une 
proteine vis-a-vis de laquelle on souhaite induire une 
reponse cytotoxique T, d'au moins une sequence peptidique de 
8 a 11 acides amines susceptible de constituer un epitope de 

25 ladite proteine presente par une molecule HLA de classe I, 
par exemple HLA A2.1, et correspondant ^ un peptide a faible • 
affinite pour ladite molecule HLA de classe I et non- 
immunogene ; 

b) la preparation, pour chaque sequence 
30 selectionnee, d' un peptide variant derive de ladite sequence 

par substitution de I'acide amine N-terminal par un residu 
tyrosine ; 

c) la determination de 1' immunogenicite de chaque 
peptide variant obtenu ^ I'etape b) par la selection, parmi 

35 ceux-ci, de chaque peptide immunogene, generant une reponse 
CTL specifique vis-a-vis de cellules cibles exprimant la 
proteine dont il est issu et 1' identification de la sequence 
peptidique dont derive ledit peptide immunogene. 
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Dans le cadre de 1' expose de la presente 
invention, on entend par « peptide immunogene » un peptide 
capable d' induire une reponse CTL specif ique et par « peptide 
non- immunogene » un peptide incapable d' induire une reponse 
5 CTL specif ique. 

Le choix des sequences peptidiques susceptibles 
de constituer des epitopes presentes par une molecule HLA de 
classe I, notamment HLA A2 . 1 peut s'effectuer, de manidre 
classique, par 1' analyse de la sequence peptidique de la 

10 proteine choisie, afin de selectionner les peptides possedant 
tout ou partie du motif d'ancrage primaire d'une molecule HLA 
ae classe I, notamment d'HLA A2-1 (L en position 2 et/ou V/L 
en position C-terminale) . On eliminera, bien entendu, les 
peptides connus comme etant immunogenes . Eventuellement , on 

15 pourra effectuer une selection complementaire des peptides 
dont la capacite de liaison potentielle a HLA de classe I, 
notamment HLA A2.1, predite par analyse inf ormatique, 
apparait la plus faible, Des algorithmes utilisables dans ce 
but sont connus en eux-memes ; a titre d'exemple, on citera 

20 ceux decrits par PARKER et ai. [J. Immunol., 152, 163, 
(1994)] . 

Cette analyse pourra avantageusement etre 
completee par la determination experimentale de I'af finite de 
liaison du peptide pour HLA de classe I, notamment HLA A2.1, 

25 et de la stability du complexe peptide/HLA de classe I. Des 
peptides non-immunogdnes presentent le plus souvent une 
faible affinite pour HLA de classe I, et/ou forment avec 
celui-ci un complexe peu stable. Des methodes pour determiner 
1' affinite du peptide pour HLA A2.1, et la stabilite du 

30 complexe forme sont connues en elles-memes. On citera par 
exemple celle decrite par FIRAT et al. [Eur. J. Immunol., 29, 
3112, (1999) ] . 

L' affinite d'un peptide pour HLA de classe I, 
notamment HLA A2 . 1 est le plus souvent def inie par rapport a 

35 celle d'un peptide de reference, sous forme d' affinity 
relative. L' affinite relative est def inie comme le rapport de 
la concentration dudit peptide permettant la formation d'une 
certaine quantite de complexe peptide/HLA de classe I, a la 
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concentration du peptide de reference permettant la 
formation; dans les memes conditions, de la mSme quantity de 
complexe peptide/HLA de classe I. Dans ce cas, plus 
I'af finite relative est importante, plus I'af finite de 
5 liaison du peptide pour HLA de classe I sera faible. 

A titre d'exemple, pour un complexe peptide/HLA 
A2.1/ en prenant comme peptide de reference, le peptide de 
sequence IVGAETFYV (SEQ ID NO: 3), plus de 84 % des peptides 
non-immunogenes auront fr^quemment une affinite relative 
10 sup^rieure a 10. 

La stabilite du complexe peptide/HLA A2.1 est 
souvent definie par la DC50, qui represente le temps 
necessaire a la dissociation de 50% de complexes formes. 
Generalement/ ce temps est inferieur a 2 heures pour les 
It- peptides non-immunogenes . 

Ainsi, si un peptide presente par HLA A2.1, 
possede une affinite relative (par rapport k HIVpol 589) 
superieure a 10, et une DC50 inferieure a 2 heures, il sera 
tres probablement non-immunogene . 
20 L' immunogenicite des peptides retenus a I'etape 

c) pourra etre facilement verifiee, par exemple par des 
methodes classiques de determination de la capacite de ce 
peptide a generer, in vivo, ex vivo, ou in vitro une reponse 
CTL specifique vis-a-vis de cellules cibles exprimant la 
25 proteine dont il est issu. 

Une fois ce choix effectue, les peptides 
variants, derives des sequences retenues par substitution de 
I'acide amine N-terminal par un residu tyrosine, peuvent etre 
tres facilement prepares, notamment par synthese peptidique, 
30 selon des techniques classiques bien connues en elles-meme de 
I'homme du metier. 

Avantageusement, avant la detection de 
1' immunogenicite de ces peptides variants, effectuee a 
1' etape c) du precede conforme a 1 * invention, ledit procede 
35 comprend une preselection desdits peptides variants par la 
determination de 1' affinite relative du peptide pour une 
molecule HLA de classe I, notamment HLA A2.1, et/ou de la 
stabilite du complexe peptide/HLA de classe I forme, et la 
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Selection des peptides variants presentant une affinite 
relative pour. HLA A2.1 inferieure k celle des peptides natifs 
dont ils sont derives, et/ou une DC50 superieure a 2 heures. 

Chaque peptide repondant a ces critferes peut 
5 ensuite etre teste, pour rechercher s'il peut induire un 
repertoire CTL specifique du peptide natif non-immunogene 
dont il derive, et capable notamment d'entrainer la lyse de 
cellules-cibles exprimant la proteine native dont ce peptide 
non-immunogene est issu. 
10 Si*ce test est positif, on peut considerer que ce 

peptide natif non-immunogene represente un epitope sous- 
dominant/cryptique, presents par HLA A2.1, dudit antigene. 

La mise en oeuvre du precede ci-dessus a par 
exemple permis aux Inventeurs d' identifier de nouveaux 
15 epitopes sous-dominants/cryptiques presentes par HLAA2.1 de 
1' antigene tumoral HER-2/neu, de la sous-unite catalytique de 
la telomerase (TERT) et du virus HIV-1. 

Ces epitopes sous-dominants/cryptiques sont les 

suivants : 

20 Pour HER-2/neu : 

le peptide HER-2/neu 650 : PLTSIISAV (SEQ ID NO: 4) 
le peptide HER-2/neu 466 : ALIHHNTHL (SEQ ID NO: 5) 
le peptide HER-2/neu 402 : TLEEITGYL (SEQ ID NO: 6) 
le peptide HER-2/neu 391 : PLQPEQLQV (SEQ ID NO: 7) 

25 Pour HIV-1 : 

le peptide gagp24-212 : EMMTACQGV (SEQ ID NO: 8) 
le peptide pol7 9 : LLDTGADDTV (SEQ ID NO: 9) 

Pour la sous-unite catalytique de la telomerase 

(TERT) : 

30 le peptide mhp 572 : RLFFYRKSV (SEQ ID NO: 10) 
le peptide mhp 988 : DLQVNSLQTV (SEQ ID NO: 11) 

La presente invention a egalement pour objet des 
epitopes peptidiques immunogenes derives d' epitopes .sous- 
dominants/cryptiques pouvant etre identifies par la mise en 

35 oeuvre du precede conforme a 1' invention, et notamment des 
epitopes sous-dominants/cryptiques de HER/neu, du virus HIV- 
1, et de la sous-unite catalytique de la telomerase (TERT) 
mentionnes ci-dessus . 
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Un epitope peptidique immunogene conforme k 
1' invention peut etre obtenu par differentes modifications de 
la sequence peptidique de 1' epitope sous-dominant/cryptique 
dont il derive. Tres avantageusement , ces modifications 
5 comprennent au moins la substitution de I'acide amine "N- 
terminai par un residu tyrosine. II peut s'agir notamment 
d'un peptide variant selectionne a 1' issue de I'etape c) du 
procede conforme k 1' invention, ou eventuellement de tout 
derive de celui-ci comprenant d'autres modifications de 
10 sequence permettant d'accroitre son immunogenicite. 

La presente invention a egalement pour objet des 
compositions comprenant au moins un epitope peptidique 
immunogene confoirme a 1' invention. 

Les epitopes peptidiques immunogenes conformes a 
15 1' invention sont utilisables dans tous les traitements 
d' immunotherapie pour lesquels il est souhaitable d'induire 
une reponse CTL dirigee centre des epitopes sous- 
dominants /crypt iques, et notamment dans le cadre de la 
therapie antivirale ou anti-tumorale . 
20 Avantageusement/ il s'agit de compositions 

multiepitopiques, capables de generer une reponse CTL 
polyspecif ique, et qui dans ce but comprennent egalement un 
ou plusieurs autre(s) epitope(s) immunogene (s) . II peut 
s''agir d'un ou plusieurs autre (s) epitope (s) sous- 
25 dominant (s) /crypt ique (s) et/ou d'un ou plusieurs epitope (s) 
immunodominant (s) . Ces epitopes peuvent etre issus du meme 
antigene, ou de deux ou plusieurs antigenes differents. 

Avantageusement, des compositions 

multiepitopiques conformes a 1' invention peuvent egalement 
30 comprendre au moins un epitope presente par une molecule du 
CMH II, et capable d' induire une reponse T auxiliaire. Elles 
peuvent comprendre en outre, pour etre plus largement 
utilisables sur une population dont les individus portent des 
alleles HLA differents, un ou plusieurs epitopes present^s 
35 par des molecules du CMH I autres que HLA A2 . 

Selon un mode de realisation prefere d'une 
composition conforme ^ 1' invention, elle comprend au moins un 
polypeptide chimerique comprenant une ou plusieurs copies 
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d'un Epitope peptidique immunogene conforme a 1' invention. 
Dans le cas d'une composition multiepitopique, ledit 
polypeptide chimerique comprend en outre une ou plusieurs 
copies d'au moins un autre epitope immunogene. 
5 Un tel polypeptide chimerique peut etre 

facilement obtenu par des methodes connues en elles-memes, et 
notamment par les techniques classiques de I'ADN recombinant. 
La presente invention a egalement pour objet une 
molecule d'acide nucleique codant un polypeptide chimerique 
10 conforme ^ 1' invention. 

La presente invention a egalement pour objet 
1' utilisation d'un epitope peptidique immunogene, d'^une 
composition/- ou d'une molecule d'acide nucleique conforme a 
1' invention pour I'obtention d'un medicament, et notamment 
15 d'un medicament destine a 1' immunotherapie antivirale ou 
antitumorale . 

La presente invention englobe egalement les 
medicaments comprenant, en tant que principe actif, au moins 
un epitope peptidique immunogene, une composition, ou une 
20 molecule d' acide nucleique conforme a 1' invention. 

Selon un mode de realisation prefere de la 
presente invention, lesdits medicaments sont des vaccins. 

Des medicaments conformes a 1' invention peuvent 
comprendre en outre les excipients usuels, ainsi que des 
25 adjuvants habituellement utilises en immunotherapie, et 
permettant par example de favoriser 1' administration du 
principe actif, de le stabiliser, d'augmenter son 
immunogenicite, etc. 

La presente invention sera mieux comprise a 
30 I'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
ref^re a des exemples non-limitatif s d' identification de 
nouveaux peptides et de nouveaux antigenes potentiellement 
utilisables en immune therapie, par la mise en ceuvre du 
precede conforme a 1' invention- 
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EXEMPLE 1 : RELATION ENTRE L'AFFINITE, LA STABILITE DES 
COMPLEXES HLA A2,1/PEPTIDE ET L ' IMMONOGENICITE DES PEPTIDES 
VIRAUX ET TUMORAUX. 

Trente-cinq peptides provenant d'antig^nes viraux 
5 (HBV, HIV, Flu) et de tumeurs (HER-2/neu, melanome gplOO, 
Tyrosinase, Mart-1) ont ete testes pour leur capacite a fixer 
et a stabiliser la molecule HLA A2.1 : ces peptides sont 



representes dans le Tableau I ci-apres. 
Tableau f 



Peptides 


Sequences 


Tyrosinase 224 


KLTGDENFTI (SEQ ID NO: 12) 


Tyrosinase 207 


FLPWHRLFLL (SEQ ID NO: 13) 


Tyrosinase 1* 


MLLAVLYCL (SEQ ID NO: 14) 


gpiuu 154 


fCrWGQYWQV (SEQ ID NO. 15) 


gplOQ 47o 


VLYRYGSFSV(SEQ ID NO. 16) 


gp lUO 209 


TDQVPFSV (SEQ (D NO, 17) 


gpluO 570 


SLADTNSLAV (SEQ ID NO. 18) 


gp100 177 


AMLGTHTMEV (SEQ ID NO. 19) 


gplOO 178 


MLGTHTMEV (SEQ ID NO: 20) 


gplOO 457 


LLDGTATLRL (SEQ ID NO: 21) 


mart-1 27 


AAGIGILTV (SEQ ID NO. 22) 


man- 1 oc. 




HER-2/neu 789* 


CLTSTS/QLV (SEQ ID NO: 24) 


HER.2/neu 48 


HLYQGCQW (SEQ ID NO: 25) 


HER-2/neu 650 


PLTSIISAV (SEQ ID NO: 4) 


HER-2/neu 466 


ALIHHNTHL (SEQ ID NO: 5) 


HER-2/neu 402 


TLEEITGYL (SEQ ID NO: 6) 


HER-2/neu 661 


ILLVWLGV (SEQ ID NO: 26) 


HER-2/neu 799* 


QLMPYGCLL (SEQ ID NO: 27) 


HER-2/neu 369* 


KIFGSLAFL (SEQ ID NO: 28) 


HER-2/neu 851* 


VLVKSPNHV (SEQ ID NO: 29) 


HER-2/neu 5* 


ALCRWGLLL (SEQ ID NO: 30) 


HER-2/neu 391 


PLQPEQLQV (SEQ ID NO: 7) 


HER-2/neu 773* 


VMAGVGSPYV (SEQ ID NO: 31) ' 


HER-2/neu 971* 


ELVSEFSRM (SEQ ID NO: 32) 


HER-2/neu 1023* 


YLVPQQGFFC (SEQ ID NO: 64) 


HER-2/neu 689* 


RLLQETELV (SEQ ID NO: 65) 


HBVpol 985 


NLQSLTNLL (SEQ ID NO: 33) 


HBVpol 765 


LLGCAANWIL (SEQ ID NO: 34) 


HBVpol 28 


LLDDEAGPL (SEQ ID NO: 35) 


HBV poi 575* 


FLLSLGIHL (SEQ ID NO: 36) 


H BVpol 594 


PLEEELPRL (SEQ ID NO: 37) 


FluM 58* 


GILGFVFTL (SEQ ID NO: 38) 


HIVgag 76* 


SLYNT\/ATL (SEQ ID NO: 39) 


HIVrt 309* 


ILKEPVHGV (SEQ ID NO: 40) 



10 Vingt-deux de ces peptides (signales par un 

asterisque dans le Tableau I) sont deja connus en tant 
qu' Epitopes, presentes par HLA A2.1 et generant une reponse 
cytotoxique CTL chez I'hoitime ; les 13 autres peptides qui 
n'ont pas encore ete decrits en tant qu' epitopes, ont ete 

15 choisis en fonction de deux criteres : la presence de motifs 
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d'ancrage primaires de HLA A2.1 (L en position 2 et V/L en 
position C-teritiinale) et un score de liaison faible, selon 
une evaluation effectuee par le programme BIMAS [PARKER *et 
ai., J. Immunol., 152, 163, (1994)]. 
5 L'af finite pour HLA A2 . 1 et la stabilite du 

complexe peptide/HLA A2.1 ont ete evaluees par cytometrie de 
flux et 1' immunogenicite a ete evaluee par generation de CTL 
sur des souris transgeniques HHD [PASCOLO et ai . , J. Exp. 
Med., 185, 2043, (1997)]. 
10 Les protocoles utilises sont les suivants [FIRAT 

et al., Eur. J. Immunol., 29, 3112, (1999)] : 
Affinite : 

Des cellules T2 [FIRAT et al., Eur. J. Immunol., 
29, 3112, (1999)] (3x10^ cellules/ml) humaines, qui sont 

15 deficientes en transporteurs TAP, sont incubees a 37^*0 
pendant 16 heures avec di verses concentrations de chaque 
peptide a tester dans du • milieu RPMI 1640 sans serum, 
supplemente avec 100 ng/ml de pz-microglobuline humaine. 
Ensuite, elles sont lavees deux fois, et marquees avec 

20 I'anticorps monoclonal BB7.2 [PARHAM et al,, Hum. Immunol., 
3, 4, 277-299, (1981)] qui est specif ique de la molecule HLA 
A2.1, puis avec un anticorps de chevre anti-Ig de souris, 
couple a 1' isothiocyanate de fluoresceine (FITC) . 

Les cellules sont ensuite analysees en cytometrie 

25 de flux. Pour chaque concentration de peptide, la 
fluorescence specif ique de HLA A2.1 est calculee en tant que 
% de la fluorescence obtenue avec 100 pM d'un peptide de 
reference (HIVpol 589 ; IVGAETFYV (SEQ ID NO: 3)). L'affinite 
relative (RA) est definie comme le rapport de la 

30 concentration de chaque peptide induisant 20% de la 
fluorescence obtenue avec 100 pM du peptide de reference, a 
la concentration du peptide de reference induisant 20% de la 
fluorescence obtenue avec 100 pM dudit peptide de reference. 
Plus 1' affinite relative est faible, et plus fortement le 

35 peptide se lie ^ HLA A2.1. La RA moyenne pour chaque peptide 
est determinee a partir d'au moins trois experiences 
independantes . Dans toutes les experiences, 20% de la 
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fluorescence maximale ont §t6 obtenus pour 1 a 3 jiM du 
peptide de reference. 

Stability : 

Des cellules T2 (lOVml) sont incubees pendant 
5 one nuit A 37 °C avec 100 ^M de chaque peptide a tester dans 
du milieu RPMI 164 0 sans serum, supplemente avec 100 ng/ml de 
P2-microglobuline humaine. Ensuite, elles sont lavees • ^ 
quatre reprises pour eliminer les peptides libres, incubees 
avec du Brefeldin A (SIGMA ; 10 pg/ml) pendant une heure pour 

10 prevenir 1' expression a leur surface des molecules HLA A2 . 1 
nouvellement synthetisees, lavees et incubees k 37 °C pendant 
0, 2, 4, 6 ou 8 heures. Pour chaque temps d' incubation, les 
cellules sont ensuite marquees, comme indique ci^dessus, avec 
I'anticorps BB7.2, et analysees en cytometrie de flux pour 

15 evaluer la quantite de complexe peptide/HLA A2 . 1 present a 
leur surface. Cette quantite est evaluee par la formule : 
(fluorescence moyenne des cellules T2 preincubees avec le 
peptide - fluorescence moyenne des cellules T2 traitees dans 
des conditions similaires en 1' absence de peptide). Le DC50 

20 (complexe de dissociation : DC) est defini comme etant le 
temps requis pour la perte de 50% des complexes 
HLA A2.1/peptide stabilises a t=0. 

Immunogenicite : 

Les souris HHD utilisees sont p2m-/-, D*^-/- et 
25 expriment une monochalne HLA A2.1 composee des domaines al 
et a2 de HLA A2.1 et des domaines a3 et intracellulaire de 
reliee par son N-terminal au C-terminal de p2-m humain par un 
peptide de 15 acides amines. 

Les souris regoivent une injection sous-cutanee ^ 
30 la base de la queue avec 100 yig de chaque peptide a tester 
emulsifie dans de 1' adjuvant incomplet de Freund, en presence 
de 140 pg d'un epitope auxiliaire T derive de I'antigene 
« core » de HBV (128-140, sequence TPPAYRPPNAPIL (SEQ ID 
NO: 63)). 

35 Apres 11 jours, des cellules spleniques prelevees 

sur les souris (5x10"^ cellules dans 10 ml) sont stimulees in 
vitro avec le peptide a tester (10 pM) . Le 6%me jour de 
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culture, les populations qui repondent sont testees pour 
determiner una cytotoxicite specif ique. Dans certains cas, 
les cellules qui repondent sont restimul^es in vitro a des 
intervalles d' une semaine avec 2x10^ cellules spleniques HHD 
5 irradiees (3000 rads) et 10 pM de peptide en presence de 
20 Ul/ml d'IL2 recombinante. 

Des cellules RMA-HHD et RMAS-HHD, sont utilisees 
comme cibles pour etudier la cytotoxicite. Ces cellules sont 
respectivement obtenues par transfection de cellules RMA 

10 murines et de leurs cellules RMAS variantes deficientes en 
TAP avec la construction HHD comme decrit par PASCOLO et al. 
[J. Exp. Med., 185, 2043, (1997)]. Elles sont infectees par 
des virus exprimant les differents antigenes dont sont issus 
les peptides k tester. 

15 Les virus utilises sont les suivants : le virus 

recombinant de la vaccine exprimant VIHgag WTG1144 (vac- 
VIHgag) decrit par JOHNSON [J. Immunol., 147, 1512, (1991)] ; 

virus recombinant de la vaccine exprimant HER-2/neu VT39 
(vac-neu) (Therion Biologies) ; le virus de la vaccine vac- 

20 gplOO, decrit par YANG [J. Immunol., 164, 4204, (2000)] ; un 
virus de la vaccine de type sauvage (vac-WT) ; et le virus 
flu PR8 de I'influenza decrit par VIRELIZIER [J. Immunol,, 
115, 2, 434-439, (1975)]. Pour les infections virales, les 
cellules RMA-HHD sont incubees pendant 16 heures avec les 

25 virus de la vaccine (10 PFU/cellule) , recombinants ou 
sauvage, ou avec le virus flu PR8 (50 HAU) pendant 2 heures. 

Les cellules-cibles sont marquees avec 150 pCi de 
^^Cr pendant 90 minutes, puis lavees trois fois et etalees 
dans des plaques de 96 puits a fond rond (10'* cellules/puits 

30 dans 100 pi de RPMI 1640 + 3% de serum de veau fcetal) . 

Des cellules RMA-HHD ou RMAS-HHD non infectees 
sont chargees avec 1 pM de peptide a tester, ^ 37 °C pendant 
90 minutes. 

Ensuite, 100 \xl des cellules effectrices a 
35 differentes concentrations, sont ajoutes dans les puits et 
les plaques sont incubees a 37 °C pendant 4 heures. Apr^s 
incubation, 100 pi de surnageant sont collectes et la 
radioactivite est mesur§e dans un compteur y. 
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Le pourcentage de lyse specifique est calcul6 par 
la formule : [{liberation de ^^Cr experimentale-lib6ration de 
^^Cr spontanee) / (liberation de ^^Cr maximale-liberation de ^^Cr 
spontanee)] x 100. Dans toutes les experiences, la liberation 
5 spontanee est inferieure a 20% de la liberation maximale 
induite par HCl 3N. 

En fonction de leur ca'pacite a fixer et a 
stabiliser la molecule HLA A2.1, et de leur immunogenicite, 
les 34 peptides ont ete classes en trois groupes differents ; 
10 les resultats de ce classement sont representes dans le 
Tableau II, 
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Tableau II 



Peptides 


RA 


DC50 (heures) 


R6pondeurs*/Souris totales 


Groupe 1 








HIV gag 76 


1,0 


>8 


7/10 


Flu M58 


0,2 


>8 


4/5 


HBV pol 575 


2,5 


>8 


6/8 


HBV pol 765 


2,0 


4 


ND 


Mart-1 27 


2.2 


2-4 


4/5 


gp100 177 


0,5 


>6 


3/5 


QD 100 178 


0,3 


6-8 


4/6 


QD 100 154 


2.3 


6-8 


7/9 


gp 100 570 


1,0 


4-6 


6/9 


gp100 209 


1.3 


4 


4/6 


gp100 476 


10,0 


6 


8/10 


gp 100 457 


1,6 


2-4 


4/6 


HER-2/neu 799 


1,0 


6-8 


3/4 


HER-2/neu 369 


2,3 


4 


12/13 


HER-2/neu 789 


1.6 


6-8 


4/6 


HER-2/neu 48 


1,7 


>8 


5/6 


HER-2/neu 773 


1,7 


6 


2/3 


HER-2/neu 5 


2,3 


>8 


5/6 


HER-2/neu 689 


2 


4 


5/6 


Groupe il 








Tyrosinase 1 


>60,0 


2-4 


4/23 


Mart-1 32 


21,1 


4 


0/10 


HER-2/n6U 851 


24,0 


4 


1/12 


HER-2/neu 661 


>60.0 


2-4 


0/6 


HER-2/neu 1023 


19,6 


4 


5/10 


Groupe III 








HBV pol 28 


5,3 


<2 


0/6 


HBV pol 594 


4,2 


<2 


0/6 


HBV pol 985 


43,3 


<2 


0/6 


Tyrosinase 224 


>50,0 


<2 


0/6 


Tyrosinase 207 


>50,0 


2 


0/6 


HER-2/neu 650 


1.4 


<2 


0/6 


HER-2/neu 466 


4,8 


2 


0/6 


HER-2/neu 402 


19,0 


<2 


0/6 


HER-2/neu 391 


>70,0 


2 


0/6 


HER-2/neu 971 


>70.0 


2 


0/6 



* On considere que les souris r^pondent lorsqu'une cytotoxicite specifique contre des cribles pulsus 



par un peptide est superieure d 15% de la toxicity vis-^-vis des cibles non-charg6es. 

Le premier groupe est constitue de 19 peptides 
ayant une RA < 10 et un DC50 > 2 heures. lis correspondent a 
des epitopes d'antigenes de virus ou de tumeurs (a 
5 1' exception de HBVpol 765 et HER-2/neu 48) et declenchent une 
reponse CTL chez un pourcentage eleve (60 a 92%) des souris 
HHD. 

Le deuxieme groupe de cinq peptides avec une RA > 
10 et un DC50 > 2 heures comprend trois epitopes connus, et 
10 un epitope potentiel (HER-2/neu 661). Deux d' entre eux sont 
non-immunog^nes (Mart-1 32, HER-2/neu 661), tandis que HER- 
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2/neu 851 et tyrosinase 1 induisent une rfeponse chez un 
faible pourcentage de souris HHD (8% et 17%, respectivement) . 

Dix peptides avec un DCSO < 2 heures et une RA 
variable appartiennent au troisieme groupe. lis ne 
5 correspondent pas a des epitopes connus {a 1' exception de 
HER-2/neu 971) et ils sont non-immunogenes chez des souris 
HHD, meme s'ils ont une RA elevee, comme HBVpol 28, HBVpol 
594, HER-2/neu 650 et HER-2/neu 466. 

Les conclusions suivantes peuvent etre tirees de 
10 ces resultats : (i) des motifs d'ancrage secondaifes 
influencent fortement la liaison HLA A2.1 puisque des 
peptides ayant les residus d'ancrage primaires HLA A2 . 1 
optima presentent un tres large spectre d'affinites, (ii) 
I'af finite de liaison n'est pas toujours en correlation avec 
15 1' aptitude a stabiliser la molecule HLA A2,l. Les peptides 
Mart-1 32 et HER-2/neu 851 sont de faibles liants mais ils 
forment des complexes peptide/HLA A2.1 stables. Au contraire, 
les peptides HBVpol 28, HBVpol 594, HER-2/neu 650 et HER- 
2/neu 466 sont des liants puissants mais ils forment des 
20 complexes instables avec la molecule HLA A2.1, (iii) 
1' immunogenicite des peptides depend principalement de leur 
capacite a stabiliser la molecule HLA A2.1. Des peptides 
ayant un DCSO < 2 heures ne sont jamais immunogenes meme 
s'ils ont une forte affinite de liaison. Cependant, une 
25 stabilite de HLA A2.1 induite par un peptide n'est pas 
suffisante pour assurer une immunogenicite . En fait, des 
peptides ayant un DCSO > 2 heures peuvent etre non 
immunogenes (Mart-1 32 et HER-2/neu 661) ou tr^s faiblement 
immunogenes (Tyrosinase 1 et HER-2/neu 851) s'ils presentent 
30 une faible affinity de liaison. 

II apparalt done qu' il est necessaire d'ameliorer 
a la fois 1' affinite de liaison et Inaptitude a stabiliser la 
molecule HLA A2 . 1 pour que des peptides generent une forte 
reponse CTL- 
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10 



EXEMPLK 2 : EFFET DU REMPLACEMENT DU BESXDU EN POSITION Pi 
PAR UNE TYROSINE SUR L'AFPINITE ET LA STABILITE DU COMPLEXE 
HIA A2 . 1 /PEPTIDE . 

Des variants de 33 peptides decrits dans 
1' example 1, resultant de la substitution du 1®^ acide amine 
N-terminal par une tyrosine (substitution PlY) , ont ete 
synthetises. Ces variants ont ete testes pour leur af finite 
pour la molecule HLA A2,l et leur capacite a stabiliser le 
complexe forme. 

Les resultats sont illustres par le Tableau III. 
Tableau 111 



Peptide 


RAWT/RA Y1 


DC50 Y1-DC50 WT 


HIV gag 76 


T3,0 


= 0 


FluM58 


t2.4 


= 0 


H BV pol 575 


t2.6 


= 0 


H8V pol 765 


t40,4 


t4 


Mart-127 


t2 


= 0 


gp100177 


= 0.6 


t2 


gp100178 


= 0,8 


t2 


gp100 154 


= 0.8 


i2 


gp100 570 


t3,4 


t>2 


gp100 209 


= 1.7 


t2 


gp100 476 


t4.2 


T2 • 


gp 100 457 


t2,3 ' 


t>2 


HER-2/neu 369 


T3,9 


r>2 


HER-2/neu 799 


t3,9 


t>2 


HER-2/neu 789 


t2.1 


= 0 


HER-2/neu 48 


T3.0 


= 0 


HER-2/neu 773 


r2.o 


t2 


HER-2/neu 5 


= 1.1 


= 0 


HER-2/neu 689 


t3,1 


t>2 


Tyrosinase 1 


t>3,7 


t>2 


Mart-1 32 


1 16.2 


T2 


HER-2/neu 851 


T3.0 


t2 


HER-2/neu 661 


t>1.5 


T2 


HBV pol 28 


t2,3 


t>2 


HBV pol 594 


1 14,8 


t>6 


H BV pol 985 


1 13J 


t>6 


Tyrosinase 224 


t >5.1 


t>2 


Tyrosinase 207 


t >6,4 


t>4 


HER-2/neu 650 


t6,0 


t>4 


HER-2/neu 466 


t3.3 


t>4 


HER-2/neu 402 


t 5.2 


t>2 


HER-2/neu 391 


t55,5 


t>6 


HER-2/neu 971 


1 11.6 


t2 



Ces resultats montrent que la substitution PlY 
augmente la liaison de tous les peptides de faible affinite, 
et favorise la stabilisation de HLAA2.1 pour tous les 
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peptides stabilisants faibles (groupes II at III dans le 
Tableau II). L' augmentation d'affinite, mesuree par le 
rapport entre les RA du peptide modifie et du peptide 
naturel, est au minimum de 1,5 et va jusqu'^ 55,5, tandis que 
5 1' augmentation de la stabilisation de HLA A2.1, mesuree par 
la difference entre les DC50 du peptide modifie et du peptide 
naturel est au minimum de 2 heures et va jusqu'a 5 heures. Le 
RA de tous les peptides modifies, a 1' exception d'un d' entre 
eux {HER-2/neu 661Y1) est inferieur a 10, et leur DC50 est > 
10 4 heures. Pour les peptides Tyrosinase 1 et HER-2/neu 661, la 
modification PlY ne genera pas de peptides ayant une tres 
forte af finite, Ceci est du a la presence dans ces peptides 
de residus d'ancrage secondaires P3-P8/9 defavorables pour la 
liaison de HLA A2,l. 
i: L'effet de la substitution PlY n'est pas limite 

aux peptides de faible affinite mais est aussi observe avec 
la majorite des peptides de forte affinite (groupe I du le 
Tableau II) . Deux seulement des dix-neuf peptides de forte 
affinite n'ont ameliore ni leur affinite de liaison, ni leur 
20 capacite de stabilisation (gplOO 154 et HER-2/neu 5) . II faut 
noter qu'une augmentation d' affinite est independante de la 
nature du residu en position 1 du peptide natif et qu'elle 
est observee meme si le residu substitue n^est pas un residu 
defavorable a la liaison avec HLA A2-1. Quatre seulement des 
25 19 peptides ayant un rapport RA du peptide naturel/RA de 
peptide modifie superieur a 3 ont un residu defavorable en PI 
(P pour HER-2/neu 391, HER-2/neu 650 et HBVpol 594, E pour 
HER-2/neu 971). L' augmentation d'affinite de ces quatre 
peptides est toutefois tres importante : elle est comprise 
30 entre 6 et 55,5. 

Cependant, 1* affinite est augmentee meme lorsque 
Y substitue un autre residu favorable comme F (HBVpol 575 et 
Tyrosinase 207) . 

Ces resultats demontrent qu'une substitution PlY 
35 augmente la liaison a HLA A2.1 et la capacite de 
stabilisation du complexe forme pour presque tous les 
peptides lies a HLA A2.1. Get effet est bien plus prononce 
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pour les peptides non-immunogenes de faible affinity pour HLA 
A2.1. 

EXEMPLE 3 : RECONNAISSANCE CROISEE DES PEPTIDES NATURELS ET 
DE LEURS VARIANTS PlY PAR DES CTL SPECIFIQUES . 

5 L' augmentation de I'af finite pour HLA A2.1 est la 

premiere condition pour rendre immunogdnes des peptides de 
faible af finite. II est cependant egalement necessaire que 
leur conformation dans le complexe avec HLA A2 . 1 ne soit pas 
modifiee, et que leur specif icite antigenique soit conservee. 

10 Si tel est le cas, des CTL generes chez des souris HMD 
vaccinees par le peptide natif doivent reconnaitre celui-ci 
et son variant PlY avec la meme efficacite, De plus, les 
variants PlY doivent etre capables de recruter in vivo le 
repertoire des CTL specif iques du peptide naturel. 

15 La reconnaissance des variants PlY par des CTL 

specif iques de peptide naturel a d*abord ete etudiee. Des CTL 
induits chez des souris HMD sensibilisees avec les peptides 
HIVgag 76, HBVpol 575, gplOO 154, gplOO 457, gplOO 476, gplOO 
570, gplOO 177 ou HER-2/neu 369 ont ete testes pour leur 

20 capacite a tuer des cibles RMAS-HHD chargees avec soit les 
peptides naturels (WT) , soit les variants PlY correspondants 
(PlY). 

La Figure 1 illustre les resultats (% de lyse en 
fonction du rapport cellules ef f ectrices/cellules cibles) 

25 obtenus avec huit peptides differents. 

Cellules RMAS-HHD chargees avec le peptide naturel : ■ 
Cellules ElMAS-HHD chargees avec le peptide PlY : A 
Cellules RMAS-HHD non-chargees : •. 

Ces resultats montrent que des CTL induits chez 

30 des souris HHD sensibilisees avec les peptides HIVgag 76, 
HBVpol 575, gplOO 154, gplOO 457, gplOO 476, gplOO 570, gplOO 
177 et HER-2/neu 369 tuent avec la m§me efficacite les 
cellules RMAS-HHD chargees avec le peptide naturel ou avec 
son variant PlY. 

35 Les variants PlY sont aussi capables de recruter 

les CTL specifiques du peptide naturel in vivo, Des cellules 
spleniques de souris HHD sensibilisees avec les variants PlY 
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HIVgag 76Y1, HBVpol 575Y1, gplOO 154Y1, gplOO 457yi; gplOO 
476Y1, gplOO 570Y1, gplOO 177Y1 et HER-2/neu 359Y1, sont 
testees pour leur capacity k tuer des cibles RMAS-HHD 
chargees avec soit les variants PlY (PlY) , soit avec les 
5 peptides de type sauvage (WT) . 

Les resultats (% de lyse en fonction du rapport 
cellules ef fectrices/cellules cibles) sont illustres par la 
Figure 2. 

Cellules RMAS-HHD chargees avec le peptide naturel : ■ 
10 Cellules RMAS-HHD chargees avec le peptide PlY : ▲ 
Cellules RMAS-HHD non-chargees : 

Ces resultats montrent que les variants PlY 
generent des CTL qui tuent les cibles RMAS-HHD chargees avec 
le peptide variant, ou avec le peptide naturel correspondant , 
15 En outre, tous ces peptides variants a 

1'' exception de gplOO 154Y1, induisent des CTL chez un 
pourcentage plus eleve de souris HHD que ne font les peptides 
naturels correspondants . Trois k huit souris HHD ont 6te 
testees pour chaque peptide et une reponse CTL a ete induite 
20 chez 100% des souris sensibilisees par HIVgag 76yi, HBVpol 
575Y1, gplOO 476Y1, gplOO 570Y1 et HER-2/neu 369Y1 et chez 
75% des souris sensibilisees par gplOO 457Y1, gplOO 177Y1 et 
gplOO 154Y1. 

De plus, les CTL induits par les variants PlY 
25 reconnaissent ces variants et les peptides naturels 
correspondants avec des avidites comparables. 

Les CTL generes chez des souris sensibilisees 
avec les variants PlY HER-2/neu 369Y1, HIVgag 76Y1 et gplOO 
154Y1 ont ete testes pour leur aptitude a tuer des cibles 
30 RMAS-HHD chargees avec differentes concentrations du peptide 
variant PlY, ou du peptide sauvage correspondant. 

Les resultats (% de lyse en fonction du rapport 
cellules ef fectrices/cellules cibles) sont illustres par la 
Figure 3. 

35 Cellules RMAS-HHD chargees avec le peptide naturel : • 
Cellules RMAS-HHD chargees avec le peptide PlY : ■. 

Ces resultats montrent que les CTL induits par 
les variants PlY donnent une cytolyse egale a la moitie de la 
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cytolyse maximale pour des quantit^s similaires de variant 
PlY et de peptide naturel. 

Pour envisager une utilisation des variants PlY 
en immunotherapie/ il est en outre necessaire que les CTL 
5 induits par ces variants reconnaissent des Epitopes appretes 
naturellement de I'antigene dont ils sont derives. 

Des CTL generes chez des souris sensibilisees par 
HIVgag VSYl, HER-2/neu 369Y1, HER-2/neu 5Y1, gplOO 475Y1 et 
fluM 58Y1 sont testes pour determiner leur aptitude k tuer 
10 des cellules RMA-HHD infectees par les virus recombinants 
vac-HIVgag, vac-neu, vac-gplOO ou flu PR8 et exprimant de 
fagon endogene les antigenes viraux correspondants^ ou 
infectees avec le virus sauvage vac-WT. 

Les resultats (% de lyse en fonction du rapport 
cellules ef f ectrices/cellules cibles) sont illustres par la 
Figure 4 : 

Cellules RMA-HIiD infectees avec vac-WT (•) ; 
Cellules RMA-HHD infectees avec vac-HIVgag (■) ; 
Cellules RMA-HHD infectees avec vac-neu (A) ; 

20 Cellules RMA-HHD infectees avec vac-gplOO (T) ; 
Cellules RMA-HHD infectees avec flu PR8 {♦) - 

Ces resultats montrent que des CTL specifiques 
des variants PlY reconnaissent 1' epitope mature naturellement 
puisqu' ils tuent des cibles infectees avec le virus 

25 correspondant mais non les cibles infectees par vac-wt. 

II apparait done que la substitution PlY 
satisfait aux deux criteres qui sont necessaires a 
1' induction d'une reponse CTL centre un quelconque peptide de 
faible af finite pour HLA A2,l, quelle que soit sa sequence. 

30 D'abord, elle augmente I'af finite de liaison et la capacite 
de stabilisation des peptides lies a HLA A2.1 et en second 
lieu, elle n' interfere pas avec 1' interaction peptide/TCR et 
ne modifie done pas leur specif icite antigenique. 
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EXEMPLE 4 : RESTAURATION DE L ' IMMONOGENICITE DE PEPTIDES NON 
IMMUNOGENES DE FAIBLE AFFINITE POUR HLA A2.1 PAR ONE 
SUBSTITUTION PlY. 

Des souris ont §te vaccinees avec les variants 
5 PlY des peptides HER-2/neu 402, HER-2/neu 466, HER-2/neu 650, 
HER-2/neu 391, Tyrosinase 207, HBVpol 594, HBVpol 28 et 
HBVpol 985. Onze jours plus tard, leurs cellules spleniques 
sont restimulees in vitro avec le peptide naturel 
correspondant, et les CTL generes sont testes contre des 
10 cellules-cibles RMAS-HHD non-chargees ou chargees avec le 
peptide naturel. 

Les resultats (% de lyse en fonction du rapport 
cellules ef f ectrices/cellules cibles) sont illustres par la 
Figure 5 : 

15 Cellules RMAS-HHD chargees avec le peptide naturel : ▲ 
Cellules RMAS-HHD non-chargees : 

Pour chaque peptide, le nombre de souris qui 
'-epondent est indique. 

Ces resultats montrent que les souris HHD 
20 sensibilisees avec des variants PlY generent des CTL 
specif iques du peptide naturel. En outre, le pourcentage des 
souris qui fournissent une reponse est relativement eleve : 
il est compris entre 33 et 77%. 

Ces donnees demontrent qu'une substitution PlY 
25 constitue une strategie generale pour augmenter 
1' immunogenicite de peptides non-immunogenes de faible 
af finite pour HLA A2.1. 

EXEMPLE 5 : IDENTIFICATION D' EPITOPES SOUS -DOMINANTS/ 
CRYPTIQUES A L'AIDE DE VARIANTS PlY. 

30 La possibilite d' induire une reponse CTL contre 

des peptides de faible af finite pour HLA A2.1 permet 
d' identifier des epitopes sous-dominants/cryptiques viraux ou 
tumoraux, utiles pour une immunotherapie specif ique. 

Cette possibilite est illustree ci-apres par 

35 I'exemple de 3 antigenes differents : I'antigene tumoral HER- 
2/neu, le virus HIV-1 et la sous-unite catalytique de la 
telomerase (hTERT) , 
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Epitopes HER-2/neu : 

Le peptide HER-2/neu 650 ne participe pas ^ la 
reponse CTL specif ique de HER-2/neu developpee chez des 
patients portant una tumeur HER-2/neu+, 2 hypotheses sont 
5 possibles : ou bien il s'agit d'un epitope qui n'est pas 
naturellement mature par des cellules tumorales expriinant 
HER-2/neu, ou bien il s'agit d'un epitope sous- 
dominant/cryptique . 

Comme decrit a I'Exemple 1 ci-dessus, le peptide 
10 HER-2/neu 650 forme des complexes HLA A2 . 1 /peptide instabies 
et n'est done pas immunogene. 

1) Pour etudier si le peptide HER-2/neu 650 
correspond a un epitope sous-dominant/cryptique, les CTL 
eneres chez des souris sensibilis^es par le variant HER- 
i5 2/neu 650Y1 sont testes pour leur capacite a tuer des 
cellules RMA-HHD infectees par vac-neu. 

Les resultats (% de lyse en fonction du rapport 
cellules ef f ectrices/cellules cibles) sont illustres par la 
Figure 6 : 

20 Cellules RMA-HHD infectees avec vac-WT (•) ; 
Cellules RMA-HHD infectees avec vac-neu (A) . 

Ces resultats montrent que des CTL specifiques de 
HER-2/neu 650 tuent des cellules cibles infectees par vac- 
neu, mais non des cibles- infectees par vac-WT, ce qui 

25 demontre que le peptide HER-2/neu 650 est un epitope sous- 
dominant /cryptique de HER-2/neu. 

Les variants PlY des peptides HER-2/neu 4 66, HER- 
2/neu 402, HER-2/neu 661 et HER-2/neu 391 ont ete testes de 
la meme maniere ; a 1' exception du variant PlY de HER-2/neu 

30 661, les resultats sont similaires a ceux observes pour HER- 
2/neu 650. 

Les peptides HER-2/neu 466, HER-2/neu 402 et HER- 
2/neu 391 constituent done egalement des epitopes sous- 
dominant /crypt iques de HER-2/neu. 
35 En ce qui concerne HER-2/neu 661, les resultats 

obtenus confirment ceux relatifs a la faible augmentation de 
I'af finite decrits a I'exemple 2 ci-dessus. Des modifications 
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supplementaires devront etre effectuees pour envisager 
1' utilisation de ce peptide en immunotherapie . 

2) L' immunogenicite des variants HER-2/neu 4 66Y1, 
HER-2/neu 402Y1, HER-2/neu 650Y1, et HER-2/neu 391Y1 
5 conformes a 1' invention, par rapport a un peptide 
immunodominant a egalement ete evaluee sur des cellules 
humaines, et comparee a celle du peptide immunodominant HER- 
2/neu 369. 

Des cellules mononucleees du sang peripherique 

10 (PMBC) ont ete obtenues a partir de donneurs sains HLA A2.1, 
et resuspendues dans 2 ml de milieu de culture RPMI 1640 
supplements avec 10 nM de glutamine, 250 unites/ml de 
penicilline-streptomycine, et, 10% de serum humain AB 
inactive par la chaleur, et incubes a 37**C pendant 2 heures. 

15 Les cellules non-adherentes sont collectees, et les cellules 
adherentes restantes sont chargees avec le peptide a tester 
(SjLiM) a 37 °C pendant 90 minutes, et irradi^es a 3000 rads ; 
elles sont ensuite lavees pour eliminer le peptide libre. 

3x10^ cellules non-adherentes sont ajoutees a un 

20 volume final de 2 ml de milieu de culture supplements avec 
50 Ul/ml d'IL-2 recombinante. Au septieme jour, elles sont 
recoltees, lavees, et suspendues dans du milieu de culture, 
et restimulees avec 5x10^ cellules autologues adherentes 
prealablement chargees avec le peptide a tester comme dScrit 

25 ci-dessus. Le lendemain, 150 Ul/ml d'IL-2 recombinante sont 
ajoutees. Le neuvieme ou le dixieme jour, les cultures sont 
complementees avec 300 Dl/ml d'IL-2 recombinante. Lorsque 
necessaire, le milieu est change en prelevant 1 ml de 
surnageant de culture et en le remplacpant par 1 ml de milieu 

30 de culture contenant 300 Ul/ml d'IL-2 recombinante. Cette 
procedure est repetee au moins 3 fois a intervalles d'une 
semaine. 

Des cellules T2 chargees avec le peptide natif 
(1 jiM de peptide, 37°C , 90 minutes) correspondant au peptide 
35 PlY a tester sont utilisees comme cibles pour 6tudier la 
cytotoxicite , 
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Les result at s {% de lyse en fonction du rapport 
cellules ef fectrices/cellules cibles) pour chacun des 
peptides testes sont illustres par la Figure 7 : 
Cellules T2 chargees avec le peptide naturel : ■ 
5 Cellules T2 non-chargees : •. 

Ces resultats montrent que la substitution PlY 
augmente egalement 1' immunogenicite vis-^-vis de cellules 
humaines* 

3) Pour verifier si les peptides PlY induisaient 
10 des CTL humains specif iques d' epitopes tumoraux naturellement 

-ppretes, des CTL generes, comme decrit ci-dessus, a partir 
i PBMC humains, provenant de 3 donneurs differents, stimules 

par HER-2/neu 369, ou par les peptides HER-2/neu 466 Yl, HER- 

2/neu 402, HER-2/neu 650 Yl.et HER-2/neu 391 Yl ont egalement 
15 ete testes pour leur capacite ^ tuer des cellules de tumeurs 

humaines HLA A2.1+, exprimant en quantite plus ou moins 

import ante 1' epitope HER-2/neu. 

Les cellules tumorales utilisees comme cellules- 

cibles sont les suivantes : 
20 * - 4 lignees cellulaires HLA A2.1+/ HER-2/neu+ : 

MC F-7 [ZAKS, Cancer Res., 58, 4902, (1998)] ; PUB/N (lignee 

tumorale humaine de cancer du poumon « pas a petites 

cellules ») ; HCT-116 [BROSSART, Cancer Res., 58, 732, 

(1998)] ; LAW (lignee tumorale humaine de cancer renal) ; 
25 - 2 lignees cellulaires HLA A2.1+/ HER-2/neu- : 

ZR75,1 [OSBORNE at ai., Cancer Res., 39, 2422-2428, (1979)] ; 

SUP/M2 [MORGAN et al., Blood, 73, 8, 2155-2164, (1989)] ; 

- ^ titre de temoin, la lignee K562, sensible a 

la lyse par les cellules NK, 
30 L' expression de I'antigene tumoral HER-2/neu par 

ces cellules, evaluee par immunofluorescence a I'aide d'un 

anticorps monoclonal anti-HER-2/neu, est illustree par le 

Tableau IV ci-apres. 
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Tableau IV 



LignSe cellulaire 


HER-2/neu (Fl) 


ZR75.1 


0.12 


SUP/M2 


0.11 


MCF-7 


1.94 


HCT-116 


1.23 


PUB/N 


1,33 


UW 


0,35 



Les resultats de ces essais de cytotoxicite (% de 



lyse en fonction du rapport cellules ef f ectrices/cellules 
cibles ; rapports E/T : 40/1 ; 20/1) pour chacun des peptides 
5 testes sont illustres par la Figure 8 : 
Cellules 2R75.1 : • 
Cellules SUP/M2 : • 
Cellules MCF-7 : ■ 
Cellules HCT-116 : ▼ 
10 Cellules PUB/N : ▲ 
Cellules LAW : 

Aucune cytotoxicite vis-a-vis des cellules K562 
n'est observee, 

Ces resultats montrent que les CTL obtenus a 
15 partir des PMBC de 3 donneurs differehts, stimules par les 
peptides variants PlY, lysent les cellules HER-2/neu+ MCF-7, 
PUB/N, HCT-116, et LAW, mais pas les cellules HER-2/neu- 
ZR75.1 et SUP/M2. 

II est a noter que la lyse est aussi efficace 
20 dans le cas des cellules LAW, qui n'expriment que faiblement 
I'antig^ne HER-2/neu que dans celui des cellules MCF-7, 
PUB/N, et HCT-116, qui I'expriment a un niveau eleve. Ceci 
montre que la presentation des epitopes de faible affinite ne 
necessite pas 1' expression de I'antigene a un niveau eleve. 
25 Epitopes de HIV 1 : 

La substitution PlY a ete utilisee pour 
identifier de nouveaux epitopes sous-dominants /cryptiques de 
HIV 1. 

17 peptides de Gag, Pol, Env et Nef de HIV, ont 
30 ete choisis a partir de la sequence polypeptidique complete 
de HIV 1. La liste de ces peptides est representee dans le 
Tableau V ci-apres. 
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Tableau V 



Proteine d'orlgine* 


Peptides 


Frequence parmi fes isofats 
de HIV 1 (%)** 


GAG 


p17 (77-85) 
p24 (19-27) 
p24 (212-221) 


SLYNTVATL (SEQ ID NO: 39) (S9L) 
TLNAWVKW (SEQ ID NO: 41) (T9V) 
EMMTACQGV (SEQ ID NO: 8) (E9V) 


39.6 
62.5 
95.8 


POL 


(79-88) 
(188-196) 
(263-273) 
(334-342) 
(464-472) 
(576-584) 
(669-679 
(671-680) 
(956-964) 


LLDTGADDTV (SEQ ID NO: 9) (L10V) 
ALVEICTEM (SEQ ID NO: 42) (A9M) 
VLDVGDAYFSV (SEQ ID NO: 43) (VI 1V) 
VIYOYMDDL ^SEO ID NO' 44^ (VQL) 
ILKEPVHGV (SEQ ID NO: 45) (i9V) 
PLVKLWYQL (SEQ ID NO: 46) (P9L) 
ESELVNQIIEQ (SEQ ID NO: 47) (E11Q) 
ELVNQIIEQL (SEQ ID NO: 48) (E10L) 
LLWKGEGAV(SEQ ID NO: 49) {L9V) 


96.8 . 

46.2 

84.9 

84.9 

68.8 

87.1 

33.3 

33.3 

98.9 


ENV 


gp120 (120-128) 
gp120 (120-128) 
qp41 (260-268) 


KLTPLCVSL (SEQ ID NO: 50) (K9L) 
KLTPLCVTL (SEQ ID NO: 51) (K91jT) 
RLRDLLLIV (SEQ ID NO: 52) (R9V) 


8.9 
79.4 
0.3 


NEF 


(134-143) 
(188-196) 


PLTFGWGFKL (SEQ ID NO: 53) (P10L) 
AFHHVAREL (SEQ ID NO: 54) (A9L) 


0.1 



* La numerotation des acides amines est bas6e sur la sequence du clone HIV 1 WEAU 160 
.r.^umero d'acces Genbank U21135). Cette r6f6rence est simplement donnee pour indiquer la 
•ccatisation des peptides de ce tableau par rapport aux proteines virales ; la sequence de ces 
5 peptides n'est pas toujours totalement identique a celle des peptides correspondants du clone 
WEAU. 



*'*La frequence a ete calculee a partir des isolats disponibles sur la base de donnees « HIV 
Molecular Immunology Database ». 

L'af finite relative de ces peptides pour HLA A2.1 

10 (peptide de reference I9V), et la stabilite du complexe 

peptide/ HLA A2 . 1 ont ete determin6es comme decrit dans 

I'exemple 1 ci-dessus, pour le peptide natif, et pour son 

variant resultant de la substitution de I'acide amine N- 

terminal par une tyrosine. 

15 Les resultats sont illustres dans le Tableau VI 

ci-dessous : 
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TaWeau VI 



Peptides epitopiques CDS 


Peptides natife 


Peptides P1Y 


RA 


DC 


RA 


DC 


GAG 


S9L 


2,2 


>6h 


5 


>6h 




T9V 


5,5 


3,5h 


5,5 


>6h 




E9V 


21 


<2h 


iV 


>6h 


POL 


L10V 


10 


<2h 


1.5 


4h 




A9M 


5 


2h 


1.75 


>6h 




V11V 


4.5 


2h 


2.5 


3.5h 




V9L 


>100 


ND 


8,6 


<2h 




19V 


1 


5h 


ND 


ND 




P9L 


>100 


ND 


4.6 


<2h 




E11Q 


>100 


ND 


>100 


ND 




E10L 


>100 


ND 


10 


<2h 




L9V 


3.1 


>6h 


1,3 


>6h 


ENV 


K9L 


1,35 


>6h 


0.7 


>6h 




K9LyT 


0.65 


>6h 


0,4 


>6h 




R9V 


>100 


ND 


5 


ND 


NEF 


P10L 
A9L 


>100 
>100 


ND 
ND 


5 
7 


ND 
>6h 



Les deux peptides gagp24-212 {E9V) et pol79 



(LlOV) ont une affinite et une capacite de stabilisation 
faibles (RA > 5 et DC50 < 2 heures) ; en revanche leur 
5 variants PlY ont une affinite et une capacite de 
stabilisation fortes (RA < 5 et DC50 > 2 heures). 
L' immunogenicite des peptides E9V et LlOV et de leurs 
variants PlY a egalement ete testee. Les peptides natifs ne 
sont pas iininunogenes ; en revanche leurs variants sont 

10 immunogenes aussi bien chez les souris HHD que chez I'hoimue. 

En outre, des CTL generes, a partir de PBMC 
humains, provenant de 6 donneurs differents, stimules . in 
vitro par des cellules autologues chargees avec le peptide 
variant E9VY, ou le peptide variant LIOVY, ou par le peptide 

15 natif immunodominant S9L ont egalement ete testes pour leur 
capacite a tuer des cellules RMA-HHH (cellules RMA exprimant 
la molecule HLA A2.1 native) infectees par un virus de la 
vaccine recombinant exprimant soit la proteine gag, soit la 
proteine pol de HIVl (isolat LAI), ou par un virus de .la 

20 vaccine controle, de type sauvage. 

Les resultats sont illustres par la Figure 9 (en 
abscisse le % de lyse specifique ; en ordonnee le rapport 
cellules effectrices/cellules cibles) . Ces resultats montrent 
que les peptides E9V et L lOV sont naturellement presentes 
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par des cellules qui expriment HLA-A2.1 et la protdine virale 
dont ils sont issus (gag pour E9V et pol pour LlOV) . 
Epitopes de la sous-unite catalyfcique de la telomerase 
(hTERT) : 

5 La substitution PlY a ete utilis§e pour 

determiner si la sous-unite catalytique de la telomerase 
(hTERT) possedait des epitopes capable d'induire une reponse 
T cytotoxique. 

8 peptides ont ete choisis a partir de la 
10 sequence polypeptidique de la sous-unite catalytique de la 
telomerase (hTERT) . 

L'af finite relative de ces peptides pour HLA 
A2.1, -et la stabilite du complexe peptide/HLA A2.1.ont ete 
determinees comma decrit dans I'Exemple 1 ci-dessus (peptide 
15 de reference : HIVpol 589) . 

Les resultats sont illustres dans le Tableau VII 

ci-dessous : 



Tableau VII 



peptides natifs 


Sequences 


RA 


DC50 


mp 530 


ILATFLAWL (SEQ ID NO: 55) 


0.8 


>6 


mp 534 


FLFWLMDTYV (SEQ ID NO: 56) 


0.2 


>6 


mp 645 


QLLRSFFHFL (SEQ ID NO: 57) 


1.8 


>6 


mp 797 


SLFDFFHFL (SEQ ID NO: 58) 


1,5 


>6 


mp 876 


FLSTLVHGV (SEQ ID NO: 59) 


1.2 


>6 


mhp 540 


lUVKFLHWL (SEQ ID NO: 60) 


0,3 


>6 


mhp 572 


RLFFYRKSV(SEQ ID NO: 10) 


25,3 


<2 


mhp 988 


DLQVNSLQTV (SEQ ID NO: 1 1) 


28,6 


<2 



Les deux peptides mhp 572 et mhp 988 ont une 



20 affinite et une capacite de stabilisation faibles (RA > 5 et 
DC50 < 2heures) . Ces 2 peptides sont en outre communs a la 
sous-unite catalytique de la telomerase humaine (hTERT) et a 
la sous-unite catalytique de la telomerase murine (mTERT) . 
Les variants PlY de ces 2 peptides, resultant de la 

25 substitution de I'acide amin6 N-terminal par une tyrosine, 
ont ete prepares, et leur affinite relative pour HLA A2.1, et 
la stabilite du complexe peptide/HLA A2 . 1 ont ete 
determinees . 

Les resultats, illustres dans le Tableau VIII ci- 
30 dessous, montrent que ces variants mhp 572Y1 et mhp 988Y1 ont 
une affinity et une capacite de stabilisation fortes (RA < 5 
et DC50 > 2 heures) . 
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Tableau VIII 



peptides modifies 


Sequences 


RA 


DCSO 


mhp 572Y1 


YLFFYRKSV (SEQ ID NO: 61) 


2,2 


5 


mph 988Y1 


YLQVNSLQTV (SEQ ID NO: 62) 


2,1 


>6 



Des CTL generes a partir de PBMC humains. 



provenant de donneurs sains, stimules in vitro par des 
cellules dendritiques autologues chargees avec le peptide 
5 variant mhp 572Y1, ou le peptide variant mhp 988Y1 ont ete 
testes pour leur capacite a tuer des cellules tumorales 
humaines HLA A2.1+/hTERT+ : U266 [VONDERHEIDE, Immunity, 10, 
11, (1999)], ou HSS HLA A2.1-/hTERT+ : [ VONDERHEIDE, 
Immunity, 10, 11, (1999)]. 

10 Les resultats (% de lyse en fonction du rapport 

cellules ef f ectrices/cellules cibles ; rapports E/T : 40/1 ; 
20/1 ;■ 10/1) sont illustres par la Figure 10 : on n' observe 
3ucune lyse pour les cellules tumorales HSS qui n'expriment 
pas HLA A2.1 ; en revanche, on observe une lyse importante 

15 dans le cas des cellules tumorales U266 qui expriment a la 
fois la sous-unite catalytique de la telomerase (hTERT) et 
HLA A2.1. 

Ces resultats montrent que les peptides mhp 572 
et mhp 988 sont naturellement presentes par les cellules 
20 tumorales humaines, et que des derives immunogenes de ces 
peptides sont potentiellement utilisables en immunotherapie 
anti-tumorale . 

EXEMPLE 6 : ACTIVITE ANTI-TUMORALE DES VARIANTS PlY 
I. derives de 1' epitope de la sous-unite catalytique de la 
25 telomerase (hTERT) . 

Des variants PlY (mhp 572Y1 et mhp 988Y1) , 
obtenus tel que decrit a 1' exemple 2, sont testes pour leur 
capacite a induire in vivo une reponse anti-tumorale 
protect rice avec des peptides immunodominants (mp 797 et mp 
30 545). 

Dix souris HHD generics tel que decrit a 
1' exemple 1 sont vaccinees, i raison de deux injections a 
deux semaines d' intervalle, avec ces differents peptides 
synthetises par Syntiem (Nimes, France) . 
35 Sept jours apres la derniere injection, les 

souris vaccinees avec les peptides mhp 572Y1, mhp 988Y1, mp 
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797 et mp 545 sont greff^es avec des cellules tumorales EL- 
4/HHD [PASCOLO et al., J. Exp- Med,, 185, 2043-2051 (1997)]. 

L'efficacite de la protection anti-tumorale est 
evaluee en mesurant la taille des tumeurs 28 jours apres leur 
5 implantation (Figures llAi et IIA2 : taille des tumeurs en 
fonction des peptides utilises pour la vaccination) et par la 
survie des souris greffees (Figure IIB : % de survie en 
fonction du nombre de jours apres 1' implantation des cellules 
tumorales) . 

10 Les resultats sont illustres aux Figures llAi, 

IIA2 et IIB : on observe qu' a J28, les tumeurs mesurent 
490±144 mm^ et 653±148 mm^ respectivement chez les souris non 
traitees (controle) et traitees avec le peptide mp 797, 
421+170 mm^ et 489±209 mm^ respectivement chez les souris non 
15 traitees (controle) et traitees avec le peptide mp 545, mais 
que dans le lot de souris vaccinees avec les peptides mhp 
572Y1 et mhp 988Y1, les tumeurs mesurent respectivement 
232±244 mm^ et 190±207 mm^ (Figure llAi) ou 213±160 mm^ 
(Figure IIA2) , et que 4 souris vaccinees avec mhp 572 Yl et 
20 mhp 988Y1 respectivement ne presentent pas de tumeurs a J28. 

Toutes les souris non vaccinees meurent a J50 
(Figure IIB : •) . 

Pour les souris vaccinees avec les peptides mp 
797 et mp 545 (Figure IIB : ▼ et ♦) , on observe une 
25 mortalite a partir de J40 et la derniere souris meurt a J50. 

La mortalite est signif icativement reduite dans 
le lot de souris vaccinees avec mhp 572Y1 et mhp 988Y1 
(Figure IIB : A et ■) . Elle apparait k J40 et 4 souris 
(40%) sont encore en vie a J80 (Figure IIB : A, ■) . 
30 II. derives de 1' epitope HER-2/neu. 

Des variants PlY (HER-2/neu ^ 650Y1, HER-2/neu 
402Y1), obtenus tel que decrit a I'exemple 2, sont testes 
pour leur capacite k induire in vivo une reponse anti- 
tumorale protectrice avec des peptides immunodominant s (HER- 
35 2/neu 369, HER-2/neu 48). 

Dix souris HHD g6n6rees tel que decrit k 
I'exemple 1 sont vaccinees, a raison de deux injections a 
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deux semaines d' intervalle, avec ces differents peptides 
synthetises par Synt:era (Nimes, France) . 

Des cellules HER-2/HHD/neu sont obtenues en 
transfectant les cellules tumorales EL-4/HHD avec I'ADNc 
5 codant pour la molecule HER-2/neu 

Sept jours apr^s la derni^re injection, les 
souris vaccinees avec les peptides HER-2/neu 550Y1, HER-2/neu 
402Y1, HER-2/neu 369 et HER-2/neu 48 sont greffees avec des 
cellules tumorales EL-4/HHD/neu. 
10 L' ef f icacite de la protection anti-tumorale est 

evaluee en mesurant la taille des tumeurs 28 jours apres leur 
implantation (Figure 12A : taille des tumeurs en fonction des 
peptides utilises pour la vaccination) et par la survie des 
:ris greffees (Figure 12B : pourcentage de survie en 
1 fonction du nombre de jours apres implantation des cellules 
tumorales) . 

Les resultats montrent qu'a J28 les tumeurs 
mesurant 560±93 mm^ , 474±234 mm^ et 564±174 mm^ 
respectivement chez les souris non traitees (controle) et 

20 traitees avec les peptides HER-2/neu 369 et HER-2/neu 48, 
mais que dans le lot de souris vaccinees avec les peptides 
HER-2/neu 402Y1 et HER-2/neu 650Y1, les tumeurs mesurent 
323+116 mra^ et. 100±99 mm^, respectivement, et que 4 souris 
vaccinees avec HER-2/neu 650Y1 ne presentent pas de tumeurs a 

25 J28. 

Toutes les souris non vaccinees meurent a J40 
(Figure 12B : •) . 

Pour les souris vaccinees avec les peptides HER- 
2/neu 369 et HER-2/neu 48 (Figure 12B : T et ♦) , la 
30 mortalite n'apparait qu'a J32 et la derniere souris meurt ^ 
J52. 

La mortality est signif icativement reduite dans 
le lot de souris vaccinees avec HER-2/neu 402Y1 et HER-2/neu 
650Y1 (Figure 12B : ■ et A) . Elle n' est observee qu'a 
35 partir de J46 et 3 souris (30%) sont encore en vie k J70 
(Figure 12B : A) . 

L' ensemble de ces resultats demontre que seules 
les formes substitutes en PI avec une tyrosine de peptides 
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sous-dominants/cryptiques (HER-2/neu 650Y1, HER-2/neu 402Y1, 
mhp 572Y1 et mhp 988Y1) sont capables de gen^rer in vivo une 
reponse anti-tumorale efficace. II seinble done interessant 
d'utiliser en immunotherapie anti-tumorale des peptides sous- 
5 dominants/cryptiques sous leur forme substitute en PI avec 
une tyrosine. 

EXEMPLE. 7 : ACTIVITE ANTI-TUMORALE INDUITE PAR DES VACCINS 
ADN CODANT POUR DE MULTIPLES EPITOPES DOMINANTS ET SOUS- 
DOMINANTS/CRYPTIQUES DERIVES DE HER-2/neu. 

10 Afin de palier les tehees relatifs des essais 

. .-.rii-jues menes ^ ce jour exclusivement au moyen de peptides 
tumoraux, une nouvelle approche en immunotherapie 
antitumorale eonsiste a induire des reponses multispecif iques 
par une immunisation genetique avec une construction 

15 polyepitopique composee de huit epitopes dominants et - quatre 
sous-dominants /crypt iques derives de HER-2/neu et restreints 
au HLA A2.1. 
Selection des epitopes . 

Les huit epitopes dominants {HER-2/neu 799, HER- 

20 2/neu 369, HER-2/neu 789, HER-2/neu 689, HER-2/neu 773, HER- 
2/neu 5, HER-2/neu 48 et HER-2/neu 1023) presentent une 
grande affinite pour HLA A2.1 (RA < 5 et DC50 > 4 heures), 
sauf HER-2/neu 1023 qui est considere comme ayant une 
affinite de liaison intermediaire (RA > 5, DC50 > 4 heures) 

25 (cf . tableau II, Exemple 1) . 

Les quatre epitopes sous-dominants/cryptiques 
(HER-2/neu 466, HER-2/neu 402, HER-2/neu 391 et HER-2/neu 
650) (ef. tableau II, Exemple 1) presentent une tres faible 
affinite de liaison et sont non-immunogenes chez les souris 

30 HHD ou chez I'horame, alors que les variants PlY {HER-2/neu 
466Y, HER-2/neu 402Y1, HER-2/neu 391Y et HER-2/neu 650Y1) , 
obtenus tel que decrit a 1' exemple 2, presentent une grande 
affinite pour HLA A2,l (RA < 4 et DC50 > 4 heures). Ces 
variants PlY sont representes dans le tableau IX ci-apres : 
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Tableau iX 



variants P1Y 


sequence 


RA 


DC50 (heures) 


HER-2/neu 466Y1 


YLIHHNTHL (SEQ ID NO: 66) 


1.4 


6 


HER-2/neu 402Y1 


YLEEITGYL (SEQ ID NO: 67) 


3,7 


4 


HER-2/neu391Y1 


YLQPEQLQV (SEQ ID NO: 68) 


1.3 


8 


HER-2/neu 650Y1 


YLTSIISAV (SEQ ID NO: 69) 


0,2 


6 



L' immunogenicite des variants FlY et des epitopes 



immunodominants est testee selon le protocole decrit a 
1' exemple 1 : 

5 Des souris sont vaccinees en sous-cutane avec 

chacun des douze peptides mentionnes ci-dessus en presence de 
1' epitope Th lab derive de I'antigene « core » de HBV. Onze 
jours plus tard, leurs cellules spleniques sont restimulees 
In vitro avec le peptide i tester (1 ^ig) pendant six jours, 
10 et les CTL generes sont testes contre des cellules cibles 
: .IS-HHD chargees avec les peptides d' immunisation ou un 
peptide controle. 

Les resultats (% de lyse en fonction du rapport 
cellules effectrices / cellules cibles) sont illustres a la 
15 Figure 13 : 

Cellules RMAS-HHD chargees avec le peptide d' immunisation : ■ 
Cellules RMAS-HHD chargees avec un peptide controle : #. 

Comme attendu tous ces epitopes provoquent une 
reponse CTL, et celles provoquees par les variants PlY sont 
20 specif iques pour les peptides naturels correspondants. 
Selection d'une construction polyepitopique. 

La construction polyepitopique (pet-neu) comprend 
une suite continue des 12 epitopes precites, a savoir : 

- les huit epitopes dominants (HER-2/neu 799, 
25 HER-2/neu 369, HER-2/neu 789, HER-2/neu 689, HER-2/neu 773 
HER-2/neu 5, HER-2/neu 48 et HER-2/neu 1023) dScrits comme 
6tant des cibles des lymphocytes infiltrant les tumeurs (LIT) 
dans les cancers du poumon, de I'ovaire, de I'estomac et .du 
RCC, et 

30 - les quatre variants PlY sous- 

dominants/cryptiques {HER-2/neu 465y, HER-2/neu 402Y1, HER- 
2/neu 391Y et HER-2/neu 650Y1) obtenus tel que decrit- ^ 
1' exemple 2. 
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utilisation de la construction poly^pitopique 
ci-dessus a ete optimisee pour 1' expression chez I'homme et 
tout codon d' initiation potential a ete conserve aussi pres 
que possible du site d' initiation, en particulier si des 
5 sequences Kosack sont incorporees. Une etiquette SV5-pk est 
ajoutee ^ I'extr^mite 3' de la construction afin de permettre 
la verification de 1' expression de pet-neu dans les cellules 
COS transfectees (expression de I'anticorps anti-PK de 
14 acides amines) . 
10 Un plasmide de 3,0 kb, Vaxl (Invitrogen) est 

selectionne, dans lequel les sequences non necessaires ^ la 
replication dans E. coli ou pour 1' expression de la proteine 
recombinante dans les cellules de mammifere ont ete retirees 
pour limiter les sequences d'ADN homologues au genome humain, 
1:5 et ce afin de minimiser la possibilite d' integration 
chromosomique. Ce plasmide comporte le gene de resistance a 
la kanamycine, plutot qu'a 1' ampicilline, dans la mesure ou 
les aminoglycosides sont moins susceptibles de provoquer une 
reponse allergique chez I'homme. L*" expression est dirigee par 
20 les sequences promoteurs-activatrices du cytomegalovirus 
humain (CMV) , Une terminaison de la transcription et une 
polyadenylation de I'ARNm efficaces sont obtenues en 
utilisant le signal de polyadenylation de 1' hormone de 
croissance bovine. 
25 L'ADN de pet-neu est synthetise et clone dans le 

vecteur pVaxl (Vaxl/pet-neu) . 

La construction polyepitopique telle que decrite 
ci-dessus presente les proprietes suivantes : 

a) elle permet I'appretage de chaque epitope a son extremite 
30 C-terminale, - et 

b) elle ne cree pas de nouveaux peptides de jonction avec 
une af finite elevee pour la molecule HLA A2-1. 

L' appretage a 1' extremite C-terminale est evaluee par deux 
modules de prediction de clivage du proteasome ( netChopl.O, 
35 www . cbs . dt u . dk/services /NetChopPAPROC , www . uni-tuebinqen ■ de/ 
uni :bcm/kuttler/links/html ) . Une prediction de clivage par 
deux modeles est necessaire pour considerer qu'un Epitope est 
apprete. L'af finite des nouveaux peptides de jonction est 
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6valu6e comme precise a I'exemple 1 par le module de 
prediction BIMAS [PARKER et al., J. Immunol,, 152, 163, 
(1994)]. Parmi les differents arrangements lvalues, 
1' arrangement de la Figure 14, correspondant ^ SEQ ID NO; 10, 
5 a ete choisi car il repond mieux aux deux proprietes 
precisees ci-dessus. Les epitopes HER-2/neu 773, HER-2/neu 
1023, HER-2/neu 5, HER-2/neu 466Y, HER-2/neu 391Y, HER-2/neu 
650Y1 sent predits comme etant appretes et seulement cinq 
nouveaux peptides de jonction avec une af finite elevee pour 
10 la molecule HLA A2 . 1 pourraient etre generes (p679, p949, 
pl79, p91iOf p63io) ; ces peptides sont definis par leur 
position dans la sequence pet-neu (positions : 67, 94, 17, 91 
et 63) et leur longueur (9 ou 10 acides amines) . 
I. Immunogenicite de Vaxl/pet-neu chez des souris 
15 transgeniques HHD. 

A. Capacite de Vaxl/pet-neu d'induire in vivo des 
CTL specif iques. 

L' immunogenicite de Vaxl/pet-neu est testae tel 
que decrit a I'exemple 1 : 
20 Des souris HHD, generees tel que decrit a 

I'exemple 1, sont immunisees en intramuscuiaire a raison de 
deux injections a 15 jours d'intervalle avec Vaxl/pet-neu 
(150 ^g) . (Jne semaine apr^s la derniere immunisation, leurs 
cellules spleniques sont restimulees in vitro avec des 
25 cellules B activees par le LPS et chargees avec chacun des 
douze peptides. 

La cytotoxicite est evaluee a I'aide de cellules 
RMAS-HHD (cellules cibles) chargees avec le peptide 
correspondant a celui avec lequel les cellules B ont ete 
30 chargees ou avec un peptide controle. 

Les resultats provenant d'une souris HHD 
immunisee prise au hasard sont presentes a la Figure 14 (% de 
lyse en fonction du rapport cellules effectrices / cellules 
cibles) . 

35 Cellules RMAS-HHD chargees avec le peptide utilise pour les 
cellules B : ■ 

Cellules RMAS-HHD chargees avec un peptide controle : 
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Les CTL tuent les cellules RMAS-HHD charg6es avec 
chacun des douze peptides, bien que pour des CTL specif iques 
de certains peptides, une lyse des cellules cibles RMAS-HHD 
chargees avec un peptide controle est observee (lyse non 
5 specifique) . 

Les lyses specifiques les plus importantes {30% 
au-dessus du bruit de fond) sont obtenues avec HER-2/neu 773, 
HER-2/neu 799, HER-2/neu 369, HER-2/neu 689, HER-2/neu 402Y1 
et HER-2/neu 391Y. 
10 B. Capacite des CTL a reconnaitre HER-2/neTa 

endogene . 

Les CTL induits chez des souris HHD vaccinees 

avec Vaxl/pet-neu, sont testes pour leur capacite a 

reconnaitre specif iquement HER-2/neu endogene. 
15 Les resultats sont presentes a la Figure 15 (% de 

lyse en fonction du rapport cellules effectrices (E) / 

cellules cibles (T)), 

Les CTL sont induits comme decrit en A ci-dessus 

et sont testes centre les cellules cibles EL-4/HHD (•) 
20 referencees a I'exemple 6 et les cellules cibles EL-4/HHD/neu 

(■) obtenues en transfectant les cellules EL-4/HHD avec 

I'ADNc codant pour HER-2/neu. 

Les CTL specifiques des douze peptides de pet-neu 

reconnaissent et tuent les cibles EL-4/HHD/neu exprimant HER- 
25 2/neu mais pas les cibles EL-4/HHD utilisees comme controle 

negatif . 

Pour les trois souris testees, une lyse 
specifique plus importante (> 20% au-dessus du bruit de fond) 
est obtenue pour HER-2/neu 1023, HER-2/neu 789, HER-2/neu 48, 
30 HER-2/neu 689, HER-2/neu 466Y, HER-2/neu 402Y1 et HER-2/neu 
391Y. 

C, Facteur en cause dans 1' induction des CTL. 

L' induction des CTL necessite soit la 
sensibilisation avec Vaxl/pet-neu ou bien resulte de la 
35 repetition des stimulations in vitro des cellules spleniques 
naives, 

L' immunogenicite de Vaxl/pet-neu est testee tel 
que decrit k 1' example 1 : 
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Six souris sont inununisees avec soit la 
construction Vaxl/pet-neu soit le vecteur Vaxl. Leurs 
cellules spleniques sont stimulees in vitro de fagon 
repetitive avec les cellules B activees par le LPS et 
5 chargees avec chaque peptide a tester (cellules effectrices) . 

Les cellules cibles utilisees pour etudier la 
specificite des CTL vis-a-vis de HER-2/neu sont des cellules 
RMAS-HHD et les cellules EL-4/HHD/neu obtenues tel que decrit 
a 1' example 6. 

10 La cytotoxicite est testee apres la troisidme 

stimulation in vitro. Les cellules RMAS-HHD, chargees avec le 
peptide correspondant a celui avec lequel les cellules B ont 
ete chargees ou avec un peptide controle, et les cellules EL- 
4/HHD/neu sont utilisees comme cellules cibles. 
i-: Les resultats sont presentes a la Figure 16 [% de 

lyse specifique (la lyse des cellules cibles chargees avec un 
peptide controle est deduite) apres une immunisation avec 
Vaxl (□) ou Vaxl/pet-neu (■) ] . 

Les cellules spleniques sensibilisees avec 
20 Vaxl/pet-neu conduisent ^ des CTL specifiques pour les douze 
peptides. De fagon surprenante, les CTL centre la majorite 
des peptides, sauf HER-2/neu 369 et HER-2/neu 789, sont 
generes a partir des cellules spleniques sensibilisees avec 
le vecteur Vaxl. Pour quelques peptides (HER-2/neu 1023, HER- 
25 2/neu 48, HER-2/neu 799, HER-2/neu 773, HER-2/neu 391Y) , la 
cytotoxicite des CTL induits a partir des cellules spleniques 
sensibilisees avec Vaxl est presque aussi ^levee que la 
cytotoxicite des CTL induits a partir des cellules spleniques 
sensibilisees avec Vaxl/pet-neu (Figure 16A) . Cela demontre 
30 que les stimulations in vitro repetitives sont suffisantes 
pour declencher 1' induction de' CTL. 

Cependant, • ces CTL bien qu'ils eliminent des 
cibles chargees avec les peptides sont incapables de 
reconnaltre et d'eliminer des cellules cibles exprimant HER- 
35 2/neu endogdne (EL-4/HHD/neu) contrairement aux CTL induits ^ 
partir des cellules spleniques sensibilisees avec Vaxl/pet- 
neu (Figure 16B) . 
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L' ensemble de ces r^sultats demontre que les CTL 
specif iques de HER-2/neu capables d'eliminer ef f icacement les 
cellules tumorales exprimant I'antigdne sont gen^res par une 
vaccination Vaxl/pet-neu. 
5 II. La vaccination Vaxl/pet-neu induit In vivo une iimaunite 
anti-tumorale . 

Les resultats • obtenus in vitro out conduit ^ 
rechercher si la vaccination Vaxl/pet-neu induit in vivo une 
immunite anti-tumorale protectrice. 
10 A. Ef£et sur la croissance des tmneurs et: 

specif icite de la protection anti-txuaorale, 

Un sous-clone des cellules EL-4/HHD/neu, generees 
tel que decrit a I'exemple 6, extremement tumorigenique est 
obtenu apres trois selections in vivo dans les souris HHD. II 
15 exprime HHD et HER-2/neu au meme niveau que les cellules 
parentales . 

Des souris HHD, generees tel que decrit a 
I'exemple 1, sont immunisees ^ raison de 2 injections k deux 
semaines d'intervalle avec la construction Vaxl/pet-neu 
20 (Figures 17A et 17C) ou avec le vecteur Vaxl vide (Figure 
17B) ou ne sont pas immunisees (Figure 17D) . 

Une semaine apres la derniere immunisation, les 
souris ci-dessus sont • gref f ees avec 2x10^ cellules EL- 
4/HHD/neu (Figures 17A, 17B et 17D) ou avec des cellules EL- 
25 4/HHD/Tel-Aml, obtenues en transfectant les cellules EL-4/HHD 
avec I'ADNc codant pour la proteine recombinante Tel-Ami, 
pour tester in vivo la specif icite de 1' immunite protectrice 
anti-tumorale . 

La croissance des tumeurs est evaluee tous les 5 
30 a 7 jours jusqu'a J28 lorsque toutes les souris non vaccinees 
sont mortes et que les souris des groupes restants sont 
suivies pour leur mortalite. 

Les resultats sont pr^sentes dans la Figure 17 
(taille des tumeurs en fonction du nombre de jours apres 
35 1' implantation des cellules tumorales). 

Toutes les souris contr61e non vaccinees (Figure 
17D) ou vaccinees avec Vaxl (Figure 17B) developpent des 
tumeurs qui apparaissent k J17 et grossissent tr&s 
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rapidement. A J28 les tumeurs mesurent 772±268 mm* et 404±121 
mm^ Chez les souris contrdle et traitees avec Vaxl 
respectivement {p=0,04) . 

Au contraire, dans le lot de souris vaccinees 
5 avec Vaxl/pet-neu (Figure 17A) , 2 souris sur 9 ne presentent 
pas de tumeurs a J28, sinon les tumeurs apparaissent & J23 et 
grossissent lentement. La taille des tumeurs est 116±66 ram^ 
(p-0,0001 par comparaison avec soit les souris non traitees 
ou les souris traitees avec Vaxl) . 
10 Cette immunite protectrice anti-tumorale in vivo 

est specifique de HER-2/neu du fait que les souris vaccinees 
avec Vaxl/pet-neu ne sont pas protegees contre la tuineur EL- 
4/HHD/Tel-Aml (Figure 17C) , En effet, toutes les souris 
developpent des tumeurs et leur taille a J28 est 578±231 mm^ . 
15 B. Effet sur la survie des souris et specif icite 

de la protection anti-tumorale. 

L' effet de la protection anti-tumorale induite 
par la vaccination Vaxl/pet-neu est confirme en examinant la 
survie de souris portant des tumeurs. 

Des souris HHD sont vaccinees et greffees tel que 
decrit en A. Leur mortalite est suivie jusqu'a J55. 

Les resultats sont presentes dans la Figure 18 (% 
de survie en fonction du nombre de jours apres 1' implantation 
des cellules tumorales) . 

Toutes les souris non vaccinees meurent a J32 

(▼). 

Pour les souris vaccinees avec Vaxl (■) , la 
mortalite commence ct J32 et la derniere souris meurt a J42 
(p=0,04 par comparaison avec les souris non vaccinees). 

La mortalite est signif icativement reduite dans 
le lot de souris vaccinees avec Vaxl/pet-neu (•) . Elle 
commence k J39 et 5 souris (56%) sont encore en vie a J55 
(p=0,0008 par comparaison aux souris non traitees et traitees 
avec Vaxl) . 

Cette immunity protectrice est specifique pour 
HER-2/neu du fait que la mortalite des souris traitees avec 
Vaxl/pet-neu et greffees avec la tumeur EL4/HHD/Tel-Aml (A) 
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est similaire a la mortality des souris trait6es avec Vaxl et 
greffees avec les cellules tumorales EL-4/HHD/neu (■) . 
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REVENDICATIONS 
1'') Proc6ci6 d' identification d' Epitopes sous- 
dominant s/cryptiques presentes par une molecule HLA de classe 
I, caracterise en ce qu'il comprend au moins les etapes 
5 suivantes : 

a) le choix, a partir de la sequence d'une 
proteine vis-a-vis de laquelle on souhaite induire une 
reponse cytotoxique T, d'au moins une sequence peptidique de 
8 a 11 acides amines susceptible de constituer un epitope de 

10 ladite proteine presente par une molecule HLA de classe I, et 
correspondant a un peptide a faible affinite pour ladite 
molecule HLA de classe I et non-immunogene ; 

b) la preparation, pour chaque sequence 
selectionnee^. d'un peptide variant derive de ladite sequence 

: par substitution de I'acide amine N-terminal par un residu 
tyrosine ; 

c) la determination de 1' immunogenicite de chaque 
peptide variant obtenu a I'etape b) par la selection, parmi 
ceux-ci, de chaque peptide immunogene, generant une reponse 

20 CTL specifique vis-a-vis de cellules cibles exprimant la 
proteine dont il est issu et 1' identification de la sequence 
peptidique dont derive ledit peptide immunogene. 

2°) Precede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que ladite molecule HLA de classe I est HLA A2.1. 

25 3*) Epitope peptidique immunogene derive d'un 

epitope sous-dominant/cryptique presente par une molecule HLA 
de classe I, identifie par le precede selon la revendication 
1 ou la revendication 2, 

4°) Epitope peptidique immunogene selon la 

30 revendication 3, derive d'un epitope sous-dominant/cryptique 
presente par HLA A2.1 choisi parmi : 
le peptide HER-2/neu 650 : PLTSIISAV (SEQ ID NO: 4) 
le peptide HER-2/neu 466 : ALIHHNTHL (SEQ ID NO: 5) 
le peptide HER-2/neu 402 : TLEEITGYL (SEQ ID NO: 6) 

35 le peptide HER-2/neu 391: PLQPEQLQV (SEQ ID NO: 7) 
le peptide gagp24-212 : EMMTACQGV (SEQ ID NO: 8) 
le peptide pol79 : LLDTGADDTV (SEQ ID NO: 9) 
le peptide mhp 572 : RLFFYRKSV (SEQ ID NO: 10) 
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le peptide mhp 988 : DLQVNSLQTV (SEQ ID NO: 11) 

5*') Epitope peptidique immunog^ne derive d'un 
epitope sous-dominant/cryptique present^ par HLA ;A2.1, selon 
une quelconque des revendications 3 ou 4, par au moins une 
5 modification de sequence constituee par la substitution de 
I'acide amin6 N-terminal dudit epitope sous- 
dominant/cryptique par un residu tyrosine. 

6**) Composition comprenant au moins un epitope 
peptidique immunogene selon une quelconque des revendications 
10 3 a 5. 

7°) Composition selon la revendication 6, 
caracterisee en ce qu'elle comprend en outre un ou plusieurs 
autre(s) epitope(s) immunogene ( s ) . 

8°) Composition selon une quelconque des 
15 revendications 6 ou 7, caracterisee en ce qu'elle comprend un 
polypeptide chimerique comprenant une ou plusieurs copies 
d'un epitope peptidique immunogene selon une quelconque des 
revendications 3 a 5 . 

9°) Composition selon la revendication 8, 
20 caracterise en ce que ledit polypeptide chimerique comprend 
en outre une ou plusieurs copies d'un ou plusieurs autre (s) 
epitope ( s ) immunogene ( s ) . 

10") Molecule d'acide nucleique codant un 
polypeptide chimerique selon une quelconque des 
25 revendications 8 ou 9. 

11°) Molecule d'acide nucleique selon la 
revendication 10 caracterisee en ce qu'elle comprend une 
sequence codant : 

1' epitope HER-2/neu 650Y1 : YLTSIISAV (SEQ ID NO: 69) 
30 1' epitope HER-2/neu 466Y : YLIHHNTHL (SEQ ID NO: 66) 
1' epitope HER-2/neu 402Y1 : YLEEITGYL (SEQ ID NO: 67) 
1' epitope HER-2/neu 391Y : YLQPEQLQV (SEQ ID NO: 68) 

12°) Molecule d'acide nucleique selon la 
revendication 11 caracterisee en ce qu'elle comprend en outre 
35 une sequence codant : 

1' epitope HER-2/neu 799 : QLMPYGCLL (SEQ ID NO: 27) 
1' epitope HER-2/neu 369 : KIFGSLAFL (SEQ ID NO: 28) 
1/ epitope HER-2/neu 789 : CLTSTVQLV (SEQ ID NO: 24) 
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1' epitope HER-2/neu 689 : RLLQETELV (SEQ ID NO: 65) 
1' Epitope HER-2/neu 773 : VMAGVGSPYV (SEQ ID NO: 31) 
I'' epitope HER-2/neu 5 : ALCRWGLLL (SEQ ID NO: -30) 
1' epitope HER-2/neu 48 : HLYQGCQW (SEQ ID NO:- 25) 
5 1' epitope HER-2/neu 1023 : YLVPQQGFFC (SEQ ID NO: 64). 

13°) Medicament comprenant, en tant que principe 
actif;. au moins un epitope peptidique immunogene selon une 
quelconque des revendications '3 a 5, ou au moins une 
composition selon une quelconque des revendications 6 a 8, ou 
10 au moins une molecule d'acide nucleique selon les 
revendications 10 a 12, 

14**) Medicament selon la revendication 13, 
caracterise en ce qu'il est destine a 1' immunotherapie 
antivirale ou antitumorale, preventive ou curative. 

15**) Medicament selon une quelconque des 
revendications 13 ou 14, caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
vaccin. 

16°) Utilisation d'un epitope peptidique selon 
une quelconque des revendications 3 a 5, d'une composition 
20 selon une quelconque des revendications 6 a 8, ou d'une 
molecule d' acide nucleique selon les revendications 10 a 12, 
pour I'obtention d'un medicament destine a 1' immunotherapie 
antivirale ou antitumorale. 
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Figure 8 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> INSERM 

INSTITUT GUSTAVE ROUSSY 
KOSMATOPOOLOS, Kostas 
TOURDOT, Sophie 
SCARDINO, Antonio 
GROSS, David, Alexandre 

<120> PROCEDE DE CRIBLAGE DE PEPTIDES OTILISABLES EN 
IMMUNOTHERAPIE 

<130> MJPcb598-40 

<140> 
<141> 

<150> FR 0009591 
<151> 2000-07-21 

<160> 70 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 1 

Ser Met He Glu Asn Leu Glu Tyr Met 
1 5 



<210> 2 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<220> 

<221> VARIANT 
<222> (2) 

<223> Xaa(l) = Tyr ou Lys et Xaa(4) Glu ou Lys 
<400> 2 

Xaa Ala He Xaa Asn Ala Glu Ala Leu 
1 5 



<210> 3 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 



<400> 3 

He Val Gly Ala Glu Thr Phe Tyr Val 
1 5 
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<210> 4 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 4 

Pro Leu Thr Ser lie lie Ser Ala Val 
1 5 



<210> 5 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 5 

Ala Leu lie His His Asn Thr His Leu 
1 5 



<210> 6 
<2U> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 6 

Thr Leu Glu Glu lie Thr Gly Tyr Leu 
1 5 



<210> 7 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 7 

Pro Leu Gin Pro Glu Gin Leu Gin Val 
1 5 



<210> 8 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 8 

Glu Met Met Thr Ala Cys Gin Gly Val 
1 5 



<210> 9 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 



<400> 9 

Leu Leu Asp Thr Gly Ala Asp Asp Thr Val 
15 10 
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<210> 10 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQOES 



<400> 10 

Arg Leu Phe Phe Tyr Arg Lys Ser Val 
1 5 



<210> 11 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 11 

Asp Leu Gin Val Asn Ser Leu Gin Thr Val 
1 5 10 



<210> 12 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 

<4-:0> 12 

L'. Leu Thr Gly Asp Glu Asn Phe Thr lie 
"l 5 10 



<210> 13 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 13 

Phe Leu Pro Trp His Arg Leu Phe Leu Leu 
15 10 



<210> 14 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 14 

Met Leu Leu Ala Val Leu Tyr Cys Leu 
1 5 



<210> 15 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 15 

Lys Thr Trp Gly Gin Tyr Trp Gin Val 
1 5 
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<210> 16 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQaES 
<400> 16 

Val Leu Tyr Arg Tyr Gly Ser Phe Ser Val 
1 5 10 



<210> 17 
<211> 8 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 17 

Thr Asp Gin Val Pro Phe Ser Val 
1 5 



<210> 18 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 18 

Ser Leu Ala Asp Thr Asn Ser Leu Ala Val 
15 10 



<210> 19 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 19 

Ala Met Leu Gly Thr His Thr Met Glu Val 
15 10 



<210> 20 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 20 

Met Leu Gly Thr His Thr Met Glu Val 
1 5 



<210> 21 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 



<400> 21 

Leu Leu Asp Gly Thr Ala Thr Leu Arg Leu 
1 5 10 
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<210> 22 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 22 

Ala Ala Gly He Gly lie Leu Thr Val 
1 5 



<210> 23 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 23 

He Leu Thr Val He Leu Gly Val Leu 
1 5 



<210> 24 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 24 

Cys Leu Thr Ser Thr Val Gin Leu Val 
1 5 



<210> 25 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 25 

His Leu Tyr Gin Gly Cys Gin Val Val 
1 5 



<210> 26 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 26 

He Leu Leu Val Val Val Leu Gly Val 
1 5 



<210> 27 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 



<400> 27 

Gin Leu Met Pro Tyr Gly Cys Leu Leu 
1 5 
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<210> 28 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 28 

Lys lie Phe Gly Ser Leu Ala Phe Leu 
1 5 



<210> 29 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 29 

Val Leu Val Lys Ser Pro Asn His Val 
1 5 



<210> 30 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 30 

Ala Leu Cys Arg Trp Gly Leu Leu Leu 
1 5 



<210> 31 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 31 

Val Met Ala Gly Val Gly Ser Pro Tyr Val 
15 10 



<210> 32 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 32 

Glu Leu Val Ser Glu Phe Ser Arg Met 
1 5 



<210> 33 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 



<400> 33 

Asn Leu Gin Ser Leu Thr Asn Leu Leu 
1 5 
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<210> 34 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 34 

I»eu Leu Gly Cys Ala Ala Asn Trp He Leu 
1 5 10 



<210> 35 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 35 

Leu Leu Asp Asp Glu Ala Gly Pro Leu 
1 5 



<210> 36 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 36 

Phe Leu Leu Ser Leu Gly He His Leu 
1 5 



<210> 37 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 37 

Pro Leu Glu Glu Glu Leu Pro Arg Leu 
1 5 



<210> 38 . 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 38 

Gly He Leu Gly Phe Val Phe Thr Leu 
1 5 



<210> 39 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 



<400> 39 

Ser Leu Tyr Asn Thr Val Ala Thr Leu 
1 5 
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<210> 40 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 40 

He Leu Lys Glu Pro Val His Gly Val 
1 5 



<210> 41 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQDES 
<400> 41 

Thr Leu Asn Ala Trp Val Lys Val Val 
1 5 



<210> 42 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQDES 
<400> 42 

Ala Leu Val Glu He Cys Thr Glu Met 
1 5 



<210> 43 
<211> 11 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 43 

Val Leu Asp Val Gly Asp Ala Tyr Phe Ser Val 
1 5 10 



<210> 44 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<4aO> 44 

Val He Tyr Gin .Tyr Met Asp Asp Leu 
1 5 



<210> 45 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 



<400> 45 

He Leu Lys Glu Pro Val His Gly Val 
1 5 
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<210> 46 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQOES 
<400> 46 

Pro Leu Val Lys Leu Trp Tyr Gin Leu 
1 5 



<210> 47 
<211> 11 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQCJES 
<400> 47 

Glu Ser Glu Leu Val Asn Gin He He Glu Gin 
15 10 



<210> 48 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 48 

Glu Leu Val Asn Gin He He Glu Gin Leu 
1 5 10 



<210> 49 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 49 

Leu Leu Trp Lys Gly Glu Gly Ala Val 
1 5 



<210> 50 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 50 

Lys Leu Thr Pro Leu Cys Val Ser Leu 
1 5 



<210> 51 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 



<400> 51 

Lys Leu Thr Pro Leu Cys Val Thr Leu 
1 5 



wo 02/08716 



10 

<210> 52 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 52 

Arg Leu Arg Asp Leu Leu Leu lie Val 
1 5 



<210> 53 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 53 

Pro Leu Thr Phe Gly Trp Cys Phe Lys Leu 
1 5 10 



<210> 54 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 54 

Ala Phe His His Val Ala Arg Glu Leu 
1 5 



<210> 55 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 55 

lie Leu Ala Thr Phe Leu Ala Trp Leu 
1 5 



<210> 56 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 56 

Phe Leu Phe Trp Leu Met Asp Thr Tyr Val 
1 5 10 



<210> 57 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 



<400> 57 

Gin Leu Leu Arg Ser Phe Phe His Phe Leu 
1 5 10 
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<210> 58 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 58 

Ser Leu Phe Asp Phe Phe His Phe Leu 
1 5 



<210> 59 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 59 

Phe Leu Ser Thr Leu Val His Gly Val 
1 5 



<210> 60 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 60 

lie Leu Ala Lys Phe Leu His Trp Leu 
1 5 



<210> 61 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 61 

Tyr Leu Phe Phe Tyr Arg Lys Ser Val 
1 5 



<210> 62 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 62 

Tyr Leu Gin Val Asn Ser Leu Gin Thr Val 
15 la 



<210> 63 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 63 

Thr Pro Pro Ala Tyr Arg Pro Pro Asn Ala Pro He Leu 
15 10 
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<210> 64 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 64 

Tyr Leu Val Pro Gin Gin Gly Phe Phe Cys 
15 10 



<210> 65 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 

<400> 65 

Arg Leu Leu Gin Glu Thr Glu Leu Val 
1 5 



<210> 66 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 66 

Tyr Leu lie His His Asn Thr His Leu 
1- 5 



<210> 67 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 67 

Tyr Leu Glu Glu lie Thr Gly Tyr Leu 
1 5 



<210> 68 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 68 

Tyr Leu Gin Pro Glu Gin Leu Gin Val 
1 5 



<210> 69 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 



<400> 69 

Tyr Leu Thr Ser lie lie Ser Ala Val 
1 5 
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<210> 70 
<211> 126 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 70 

Val Met Ala Giy Val Gly Ser Pro Tyr Val Gin Leu Met Pro Tyr Gly 
15 10 15 

Cys Leu Leu Lys He Phe Gly Ser Leu Ala Phe Leu Tyr Leu Val Pro 
20 25 30 

Gin Gin Gly Phe Phe Cys Cys Leu Thr Ser Thr Val Gin Leu Val His 
35 40 45 

Leu Tyr Gin Gly Cys Gin Val Val Ala Leu Cys Arg Trp Gly Leu Leu 
50 55 60 

Leu Arg Leu Leu Gin Glu Thr Glu Leu Val Tyr Leu He His His Asn 
65 70 75 80 

Thr His Leu Tyr Leu Glu Glu Xle Thr Gly Tyr Leu Tyr Leu Gin Pro 
35 90 95 

Glu Gin Leu Gin Val Tyr Leu Thr Ser He He Ser Ala Val Gly Lys 
100 105 110 



Pro He Pro Asn Pro Leu Leu Gly Leu Asp Ser Thr Ser Thr 
115 120 125 



(12) DCMANDC INTERNATIONALE PVBUtZ EN VERTU DU TRAIT^ DE COOPERATION 
EN MATli:RE DE BREVETS (PCT) 



(19) Organisation Mondlale de la Propri^t^ 
Intellectuelle 

Bureau international 




(43) Date de la publication Internationale (10) Num^ro de publication Internationale 

31 janvier 2002 (31,01.2002) pCT WO 02/008716 A3 



(51) Classification interuatioDale des brevets' : 

GOIN 33/50, 33/569. C07K 7/06, A61K 39/00 

(21) Num^ro de la demande iaternationale : 

PCT/FRO 1/02387 

(22) Dateded^potinternational: 20juil]el2001 (20.07.2001) 



(25) Langue de dipdt : 

(26) Laague de publication : 



&an9ais 



&an9ais 



(30) Donn^es relatives h la priority : 

00/09591 21 juillet 2000 (2 L07.2000) 



(71) D^posants (pour tous les Etats designes sauf US) : 
INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA 
RECHERCHE MEDICALE (INSERM) [FR/FR], lOU 



rue de Tolbiac. F-75654 Paris Cedex 13 (FR). INSTITUT 
GUSTAVE ROUSSY (ICR) [FR/FR]; 39, rvte Camille 
Desmoulins, F-94805 Villejuif (FR). 

(72) Inven tears; et 

(75) Inven teurs/D^posants ^our US seulement) : KOS- 
MATOPOULOS, Kostas {GR/FR]; 70, rue du Javeloi, 
F-75013 Paris (FR). TOURDOT, Sophie [FR>FR]; 13, 
rue Verdun, F-95270 Chaumontel (FR). SCARDINO, 
Antonio [IT/FR]; 15, rue Andr^ Del Sarthe, F-75018 Paris 
(FR). GROSS, David, Alexandre [FK/FR]; 1 1-15, rue de 
la Reunion, F-75020 Paris (FR). 



(74) Mandataires : ORES, Beatrice etc.; Cabinet Ores, 6, av- 
enue de Messine, F-75008 Paris (FR). 



(81) Etats d6sign& (national) : AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, 
BA, BB, BO, BR. BY, BZ, CA, CH, CN. CO, CR, CU, CZ, 
0E, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, R, GB, GD, GE, GH, GM, 

[Suite sur la page suivante] 



(54) Title: METHOD FOR SCREENING PEPTIDES FOR USE IN IMMUNOTHERAPY 

(54) Titre : PROCEDE DE CRIBLAGE DE PEPTIDES UTILISABLES EN IMMUNOTHERAPIE 



HIVgag 76 



HBVpot 575 



flplOO 154 



OpIOO 4S7 



00 



100 
80 
60 
40 
20 

100 
80 
60 
40 
20 
0 



■ ^ 





; V 


— t^^^T^ — 


gptOO 476 


gplOO 570 


— • — *- — » 

SplOO 177 


HER-2/neu 363 


1 4 ^ 4 


■ — * — « — »_ 






60/1 30n 15/1 


60/1 30/1 15/1 


— * — — 

60/1 30/1 15/1 


60/1 30/1 15/1 



o 
O 



(57) Abstract: The invention concerns a method for identifying sub-dominant/cryptic epitopes exhibited by a class I HLA molecule, 
said method comprising at least the following steps: a) selecting, from the sequence of a protein with respect to which it is desired 
to induce a cytotoxic T lymphocyte response, at least a peptide sequence of 8 to II amino acids capable of constituting an epitope 
of said protein exhibited by a class I HLA molecule, and corresponding to a peptide with low affinity for said class I HLA molecule 
and non-immunogenic; b) preparing, for each selected sequence, a variant peptide derived from said sequence, by substituting the 
N-terminal amino add with a tyrosine residue; c) determining the immunogenicity of each variant peptide obtained at step b) by 
selecting, among the latter, each immunogenic peptide, generating a CTL response specific to the target cells expressing the protein 
where&im it is derived and identifying the peptide sequence wherefrom said immunogenic peptide is derived. The invention is 
applicable to screening of peptides for use in immunotherapy. 
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that, in its capacity as Intemational Preliminary Examining Authority, the EPO generally 
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Cadrsl Observations - lorsqull a M 9«tim4 que certalnes roveruOcati n ne pouvaient pas taira T bjat d'une rechorch » 
(surte du point 1 da la promlire feuille) 



Conform^ment b rarticte 172}a}, certainas revendications nront paa fait robjei cfune recherche pour tee motifs auh^ants: 



Les revendlcations n** 

se rapportsnt k un objet k regard duquel f administration n'eat pas tenue de proceder a ta recherche, k savoir: 



2. [M Les revendlcations n** ^ 

— ae rapportent k des parliM de la dcmande Internationale qui ne remplisaent paa aulfisamment les conditions prescrftes pour 
qu'und recherche significativd putese dtre effectuee. en particuller: 

voir feuille supplemental re SUITE DES RENSEIGNEMEMTS PCT/ISA/210 



3. Pj Les revendfcaiions n** 

— sent dee revendlcatlonfi d^pendantes et ne eont pas r^gdes conformdment aux dispoeitione de la deuxidme et de la 
trolsieme phrases de la rdgte 6.4^). 



Cadre II Otoervations - lorsqu'il y a absence d'unitd de llnventlon (suite du point 2 de ta premise feuilte) 



^administration chargee de la recherche Internationale a trouvA plusieurs inventions dans la demande Internationale, a savoir: 



1 . I I Comme xjutes tes taxes additlonnelles ont 6t6 pay^s cfans les ddlals par le d6posant le present rapport de recherche 
' — I intemafionale porte sur toutes les revendications pouvant faire robjet d*une recherche. 

Comme toutes les recherches ponant sur les revendlcatlcns qU s'y pretaient ont pu 6tre effectu^s sans ^rt pantculler 
justiftam une taxe additionnele, radmtntstraiion n'a solBcite le patement d*aucune taxe de cette nature. 



3. I I Comma une partte seu lament des taxes additionnelles demandees a ete pay^ dans les di^lals par le deposant. le present 
I — ' rappxxi de recherche Internationale ne porte que sur les revendcations pour Issquelies les taxes ont 6td paydes. k savoir 
ies revendlcations n " 



4. I I Aucune taxe additfonnelle demandde n'a dtd pay^ dans les delais par le ddposant En consequence, le present rapport 
' — I de recherche Internationale ne porte que sur rinvention mentionnee en premier lieu dans ies revendications; eile est 
couverte par les revendications n ^ 



RemOTque quant k la reserve [ [ Les taxes additionnelles dtaient accompagndes d^jne reserve de la part du deposar 

[ I La palement des taxes additionnelles n*6talt assortl cf aucune rdsen/e. 



Formulaire PCT/ISA/210 (suite de la premiAre feuille (1)) <Julilat 1 9S8) 



Demande intemattonalo No. PCT/FR 01 OZ3B7 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCTyiSA/ 210 



Suite du cadre 1.2 
Revend1cat1ons nos. : 3 



La revendlcatlon 3 et les revendlcations autant que dependant de 
revendl cation 3 presentes ont trait a un compose defini en faisant 
reference a une caracteristique ou propriete souhaitable, a savoir 
identifiable par les precedes selon les revendlcations 1 et 2. 
Les revendications couvrent tous les composes presentant cette 
caracteristique ou propriete, alors que la demande ne fournit un 
fondement au sens de TArticle 6 PCT et/ou un expose au sens de TArtlcle 
5 PCT que pour un norabre tres limite de tels composes. Dans le cas 
present, les revendlcations manquent de fondement et la demande manque 
d'expos^ a un point tel qu'une recherche significative sur tout le 
spectre couvert par les revendlcations est impossible. Independamment des 
raisons evoquees ci-dessus, les revendications manquent aussi de clarte. 
En effet. on a cherche a definir le compose au moyen du resultat a 
atteindre. Ce manque de clarte est, dans le cas present, de nouveau tel 
qu'une recherche significative sur tout le spectre couvert par les 
revendications est impossible. En consequence, la recherche n'a ete 
effectuee que pour les parties des revendications dont Tobjet apparaTt 
etre clair, fonde et sufflsarament expose, a savoir les parties concernant 
les composes comme presentes selon la revendlcatlon 4. 

L'attention du deposant est attlree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux Inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuvent faire 
obligatoirement Tobjet d*un rapport prelimlnaire d'examen (Regie 66, 1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par TOEB 
agissant en qualite d* administration chargee de I'examen prelimlnaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
prelimlnaire sur un sujet n'ayant pas fait Tobjet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee. independamment du fait que les revendications 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 
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